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DURANTE ESTE TRABALHO... 

As dificuldades não foram poucas... 

Os desafios foram muitos... 

Os obstáculos, muitas vezes, pareciam intransponíveis. 

Muitas vezes nos sentimos só, e, assim, o estivemos... 

O desânimo quis contagiar, porém, a garra e a tenacidade 

foram mais fortes, sobrepondo esse sentimento, fazendo-

nos seguir a caminhada, apesar da sinuosidade do caminho. 

Agora, ao olharmos para trás, a sensação do dever 

cumprido se faz presente e podemos constatar que as 

noites de sono perdidos, o cansaço da digitação, os longos 

tempos de leituras realizadas, a ansiedade em querer fazer 

o melhor e a angústia de muitas vezes não o conseguir; não 

foram em vão. 

Aqui estamos, como sobreviventes de uma longa batalha, 

porém, muito mais fortes e hábeis, com coragem suficiente 

para mudar a nossa postura, apesar de todos os percalços... 

Como dizia Antoine Saint Exupèry em sua obra prima “O 

Pequeno Príncipe”: 

“Foi o tempo que perdeste com a tua rosa, 

que fez a tua rosa tão importante.” 
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1- Introdução 

 

Apesar de existirem estratégias eficazes para a prevenção do câncer de colo do 1 

útero, esta doença continua sendo um grave problema de saúde em todo o mundo. Com 2 

valores aproximados de 500 mil casos novos por ano em todo o mundo e 230 mil óbitos, o 3 

câncer cervical é o segundo mais comum entre as mulheres só perdendo, portanto, para o 4 

câncer de mama que ocupa a primeira posição com 39.530 mil novos casos/ano (INCA, 5 

2009).   6 

Para o ano de 2008 a estimativa do número de novos casos de câncer do colo do 7 

útero para o Brasil foi de 18.680, com risco estimado de 19 casos a cada 100 mil mulheres. 8 

O câncer do colo do útero é o mais incidente na região Norte (22/100.000). Nas regiões Sul 9 

(24/100.000), Centro-Oeste (19/100.000) e Nordeste (18/100.000) ocupam a segunda 10 

posição e, no Sudeste (18/100.000) a quarta posição, com estimativa de 9.840 mil novos 11 

casos para o ano de 2008, isso é, quando não considerado os tumores de pele não 12 

melanoma (INCA, 2009). 13 

Em Minas gerais, a taxa estimada para o câncer cervical, para o ano de 2008, foi de 14 

13,48 casos para cada 100 mil mulheres (INCA, 2009). No entanto, esses números 15 

poderiam ser menores, visto que o câncer de colo uterino é uma doença que pode ser 16 

evitada através da detecção e tratamento das lesões pré-neoplásicas. 17 

A etiologia da neoplasia intraepitelial cervical (NIC) e do câncer de colo uterino 18 

ainda não está totalmente esclarecida, porém desde a década de sessenta, tem se 19 

relacionado esta neoplasia com agentes infecciosos de transmissão sexual (BAUER et al, 20 

1991; MUNZÕ et al, 1994).  Inicialmente, acreditava-se que o agente etiológico mais 21 
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provável desta associação fosse o Herpesvirus tipo 2 (BOSCH  et al,  1992; MUNÕZ et al, 1 

1993) e até já aventou a possibilidade de que a Clamydia tracomatis pudesse predispor ao 2 

câncer de colo uterino. Entretanto, nas últimas décadas, surgiram evidências 3 

epidemiológicas e laboratoriais de que o Papilomavírus humano (HPV) seja o principal 4 

envolvido na gênese do câncer cervical e da NIC (KOBAYASHI et al, 2000). 5 

A infecção pelo papilomavírus humano (HPV) é considerada comum nas mulheres, 6 

e portanto, o fator de risco mais importante na etiopatogênese do câncer cervical e de suas 7 

lesões precursoras, as Neoplasias Intraepiteliais Cervicais (NICs). O carcinoma cervical 8 

está caracterizado por uma fase pré-maligna bem definida, em que o diagnóstico pode ser 9 

através dos exames citológico, colposcópico ou histopatológico do material cervical 10 

(INCA, 2009). As modificações epiteliais cervicais nas NICs,  representam um espectro de 11 

anormalidades histológicas, variando de NIC I a III (carcinoma in situ), carcinoma 12 

escamoso, adenocarcinoma in situ e adenocarcinoma (SELLORS & 13 

SANKARANARAYANAN, 2004). 14 

Avanços na virologia tumoral têm mostrado que infecção genital por certos tipos de 15 

HPV tem papel relevante no desenvolvimento do câncer cervical. Entretanto, a infecção 16 

por HPV não é o suficiente para produzir transformação neoplásica, e cofatores são 17 

requeridos para a expressão total da oncogenicidade. Vários fatores de risco têm sido 18 

associados com a presença do HPV (PEREYRA, GUERRA & VILLA, 2004). O maior 19 

deles é a presença de doença intraepitelial e invasiva, desde que a taxa de detecção de 20 

DNA-HPV se aproxima de 100% nessas lesões. Contudo, a prevalência das infecções por 21 

HPV, na população geral, é muito menor e determinada por vários fatores. Alguns fatores 22 

aumentam o risco de infecção por HPV, para neoplasia associada ao HPV ou, ainda, para 23 

ambos. Os fatores de risco mais importantes são idade, imunossupressão, comportamento 24 
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sexual, contraceptivos orais e hormônios, gravidez, tabagismo e nutrição (BOSCH et al. 1 

1997). 2 

Diversas pesquisas sustentam a existência de uma associação entre a oncogênese e 3 

a evolução neoplásica relacionada ao papilomavírus humano e ao sistema imunológico. 4 

Porém, ainda não se sabe ao certo como e quais, os mecanismos precisos que 5 

desencadeiam uma resposta imune eficiente contra  as lesões relacionadas ao HPV. Tais 6 

mecanismos podem se relacionar à ativação do sistema imunológico e/ou à composição 7 

genética do indivíduo (PINTO, TÚLIO & CRUZ, 2002). 8 

Inúmeras evidências sugerem e/ou demonstram, a grande importância do sistema 9 

imune para o controle das NICs. Segundo Bosch et al, (1997), o desenvolvimento e a 10 

progressão das lesões cervicais demonstra um déficit local ou geral da imunovigilância, o 11 

que favorece a evolução das NICs, porém quando ocorre regressão das lesões cervicais, 12 

não se sabe que tipo de resposta imunológica é induzida. Já foi observado, que em 13 

indivíduos imunocompetentes, o período de evolução entre uma lesão pré-invasivas e o 14 

câncer é maior, quando comparado a indivíduos imunossuprimidos (NICOLAU, 2000), e 15 

que maioria das mulheres imunocompetentes, conseguem desenvolver uma resposta imune 16 

efetiva que evita o desenvolvimento do carcinoma cervical (PEREYRA, GUERRA & 17 

VILLA, 2004). 18 

Há evidências de que a imunidade local é mais importante e eficiente, que a 19 

sistêmica, para controlar a infecção pelo HPV e o desenvolvimento das NICs. Pois, 20 

pacientes com deficiência de imunidade celular apresentam freqüência aumentada para o 21 

desenvolvimento de lesões cervicais (PETRY et al., 1994; ELLERBROCK et al., 2000). 22 
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1.1- Neoplasia Intraepitelial Cervical (NIC) & Neoplasia Cervical Invasiva 

 

As neoplasias invasivas do colo uterino são em geral precedidas por uma longa fase 1 

de doença pré-invasiva. Pela análise microscópica, vários eventos celulares ocorrem que 2 

vão caracterizar as progressão das neoplasias cervicais, estes vão desde a atipia celular e a 3 

graus variados de displasia antes de chegar  ao carcinoma invasivo. Um bom conhecimento 4 

da fisiopatologia e alterações morfocelulares das NICs podem auxiliar nos diagnósticos 5 

colposcópicos, citológicos e anatomopatológicos, além de facilitar compreensão dos 6 

princípios do tratamento dessas lesões (SELLORS & SANKARANARAYANAN, 2004). 7 

O conceito e a caracterização das lesões pré-neoplásicas do colo uterino iniciou ao 8 

fim do século XIX, quando foram observadas amostras teciduais da cérvix que 9 

apresentavam áreas de alterações epiteliais atípicas adjacentes às áreas invasivas 10 

(WILLIAM, 1888). A terminologia carcinoma in situ (CIS) foi utilizado pela primeira vez 11 

em 1932 por Broders, para indicar aquelas lesões em que as células atípicas e 12 

indiferenciadas ocupavam a toda a espessura do epitélio, sem romper a membrana basal. 13 

Posteriormente a essas observações, é que se verificou a associação entre o carcinoma in 14 

situ e a neoplasia invasiva. E somente no final dos anos 50 é que o termo displasia foi 15 

utilizado para designar a atipias no tecido epitelial cervical que se mostravam 16 

intermediárias entre o epitélio normal e o carcinoma in situ (REAGAN et al., 1953). A 17 

displasia foi classificada em três diferentes graus – leve moderada e grave – dependendo da 18 

espessura do epitélio que se mostra alterada. Após alguns anos, as NICs também passaram 19 

a serem referidas de acordo com os graus de intensidade das atipias celulares (SELLORS 20 

& SANKARANARAYANAN, 2004).  21 

Um sistema de nomenclatura em classes foi criado a partir de vários estudos de 22 

acompanhamentos citológicos, colposcópicos e histológicos, de pacientes com lesões 23 
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cervicais, porém este se tornou cada vez mais arbitrário, porque alguns casos de displasia 1 

regrediam, alguns persistiam e outros progrediam, então conseguiram verificar que essas 2 

lesões são decorrentes de várias alterações patológicas contínuas no epitélio normal que faz 3 

com que este evolua a lesões pré-neoplásicas e destas ao câncer cervical. Contudo, os 4 

estudos permitiram uma maior compreensão sobre o processo de evolução das lesões, pois, 5 

conseguiram estabelecer uma correlação direta entre o grau de comprometimento da 6 

espessura do epitélio cervical com a progressão das lesões. Com base nos dados 7 

supracitados, Richart em 1986, sugeriu que o termo neoplasia intraepitelial cervical (NIC) 8 

fosse utilizada para indicar uma variedade de atipia celular, porém, limitada à espessura do 9 

epitélio. Com isso, a NIC foi dividida em graus I, II e III. A NIC I correspondia ao mesmo 10 

grau de comprometimento da displasia leve, a NIC II ao da displasia moderada e a NIC III 11 

à displasia grave e carcinoma in situ (MAGGI et al., 1989). 12 

Na década de 80 algumas alterações celulares observadas com freqüência em cortes 13 

histológicos de lesões cervicais, tal como a coilocitose ou atipia coilocítica, foi associada à 14 

infecção do papilomavírus humano. Coilócitos são células atípicas resultantes dos efeitos 15 

citopatológicos dos vírus HPVs sobre as células infectadas. Essa alteração é caracterizada 16 

por um halo ou auréola perinuclear com bordas bem delimitadas, a presença desta alteração 17 

já caracteriza uma infecção por HPV, portanto, a coilocitose é um efeito patognômonico do 18 

vírus nas células hospedeiras. Estas descobertas propiciaram na próxima década, a criação 19 

de um sistema de classificação histológica simplificada em dois graus da lesão: NIC de 20 

baixo grau que incluía anomalias compatíveis a com atipia coilocítica e lesões de NIC I e 21 

NIC de alto grau que compreendia a NIC II e III. Dessa forma, as lesões caracterizadas de 22 

alto grau foram consideradas como sendo as precursoras da neoplasia invasiva (RICHART, 23 

1990). No ano de 1988, o Instituto Nacional do Câncer dos Estados Unidos realizou um 24 

simpósio para tentar padronizar nomenclatura para os diagnósticos de citopatologia 25 
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cervical (Relatório do Simpósio de NIC, 1989; SOLOMON, 1989; KURMAN et al., 1 

1991). Após três anos, um novo encontro foi realizado, e as sugestões e as observações 2 

destes dois simpósios ficaram conhecidas como Terminologia do Sistema de Bethesda 3 

(TSB) (Relatório do Simpósio de NIC, 1992).  4 

A criação da Terminologia do Sistema de Bethesda foi baseada em dados 5 

citológicos, porém pode também ser usado para caracterização de cortes histológicos, pois 6 

agora se passou a incluir ao grau da lesão (baixo ou alto) o tipo de epitélio (escamoso), 7 

então a partir do simpósio de 1991, foi instituído o termo: lesão intraepitelial escamosa 8 

(SIL), sendo esta nomenclatura dividida em duas classes de acordo com o grau da lesão: 9 

lesões de baixo grau (LSIL) e alto grau (HSIL) (KURMAN et al., 2004). 10 

A classificação de TBS também inclui alterações coilocíticas e NIC de baixo grau 11 

(NIC I) em LSIL, enquanto a HSIL compreendem NIC mais avançada, como NIC II e III. 12 

O termo lesão se manteve, pois as alterações citopatológicas e morfológicas, não 13 

necessariamente indicam ou identifica um processo neoplásico (KURMAN et al., 1994). 14 

Em 2001, uma nova reunião de Bethesda foi realizada, e mais alterações foram 15 

realizadas na TSB (SOLOMON et al., 2002; EVANS, et al., 2006; LEE et al., 2006). A 16 

principal modificação em relação às células escamosas alteradas ocorreu com a divisão do 17 

termo ASCUS. A idéia era criar uma terminologia universal das alterações ocorridas no 18 

colo uterino, porém sem deixarem de incluir algumas alterações citológicas atípicas, ou 19 

seja, possuem alterações reativas (atipias) que fazem lembrar ao mesmo tempo alteração 20 

encontras em LSIL. Estas células foram caracterizadas em duas novas subcategorias: a 21 

ASC-US (atipias de células escamosas de significado indeterminado) e a ASC- H (atipia de 22 

células escamosas não podendo excluir lesão de alto grau) (SHERMAN et al., 2006; LEE 23 

et al., 2006). Segundo Souza et al., (2004), as células atípicas de significado indeterminado 24 

tem importância clínica quando seguida então da letra H, indicativa de suspeita de HSIL. 25 
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Permaneceram os termos: LSIL (compreendendo displasia leve/NIC I e alterações 1 

celulares associadas ao HPV) e HSIL (displasia moderada/NIC II, displasia severa, 2 

carcinoma in situ/NIC III) (SOLOMON et al., 2002). 3 

1. 2 - Citocinas & Perfil de Resposta Imune 

 

Uma das descobertas mais brilhantes na imunologia foi a identificação de 4 

subconjuntos de células TCD4+, T auxiliar ou T helper (Th) que diferem nas citocinas que 5 

produzem e nas suas funções efetoras. Estes subconjuntos são atualmente constituídos de: 6 

Th1, Th2, Th3 (atualmente T regulatório - Treg ou supressor) e Th17 (ZHU & PAUL, 2008) 7 

(Figura 1). 8 

Os subconjuntos mais bem definidos de células T efetoras da linhagem auxiliar 9 

CD4+ são as células Th1 e Th2. As células Th1 podem mediar respostas imunes contra 10 

patógenos intracelulares (MOSMANN & COFFMAN, 1989; PAUL & SEDER, 1994). Nos 11 

seres humanos, desempenham um papel particularmente importante na resistência a 12 

infecções por micobactérias. As células Th1 são também responsáveis pela indução de 13 

algumas doenças auto-imunes.  As principais citocinas produzidas são: IFN-γ, linfotoxina α 14 

(LTα), IL-10 (ZHU & PAUL, 2008) e IL-2 (Figura 1), sendo o IFN-γ a citocina de 15 

identificação do perfil de células Th1. O IFN-γ ativa macrófago e IL-2 estimula o 16 

crescimento de células T antígeno-específico, resultando em doença mais branda ou cura 17 

(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008). 18 

As células Th2 medeiam a defesa contra parasitas extracelular, incluindo helmintos 19 

(MOSMANN & COFFMAN, 1989; PAUL & SEDER, 1994; ABBAS, LICHTMAN & 20 

PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008). Elas são importantes na indução e persistência da 21 

asma e outras doenças alérgicas. As células Th2 produzem : IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13, 22 
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IL-25, e anfiregulina, sendo que a IL-4 e IL-5 são as citocinas que definem o perfil de 1 

células Th2 (ZHU & PAUL, 2008; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008) (Figura 1). A 2 

IL-4 estimula a produção de IgE e ambas, IL-4 e IL-10 estimulam células B e inibem 3 

ativação de macrófago, resultando em infecção progressiva (SIELING & MODLIN, 1994). 4 

As citocinas produzidas por esses subconjuntos de células T não somente 5 

determinam as suas funções efetoras, mas também participam do desenvolvimento e 6 

expansão dos respectivos subconjuntos. Por exemplo, o IFN-γ secretado pelas células Th1 7 

promove a diferenciação adicional de Th1. Contrariamente, a IL-4 produzida por células 8 

Th2 promove a diferenciação de Th2, e a IL-10 também produzida pelo perfil Th2 (bem 9 

como por outras células), inibe a ativação das células Th1. Assim, cada subconjunto 10 

amplifica a si mesmo e promove regulação cruzada do subconjunto recíproco. Por essa 11 

razão, uma vez que a resposta imunológica se desenvolve ao longo de uma via, ela se torna 12 

cada vez mais polarizada naquela direção, e a polarização mais extrema é vista nas 13 

infecções crônicas ou na exposição crônica a antígenos, quando a estimulação imune é 14 

persistente (CHIEPERS et al., 2005; ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008). 15 

Os subconjuntos Th1 e Th2 se desenvolvem dos mesmos precursores, que são os 16 

linfócitos T CD4+ naïves, e o padrão de diferenciação é determinado por estímulos presentes 17 

logo no início da resposta imune. O mais importante estímulo de indução da diferenciação é 18 

constituída pelas citocinas, como o IFN-γ e a IL-12 sendo os principais indutores de células 19 

do perfil Th1, e a IL-4, de células Th2 (TRINCHIERI & SHER, 2007; ZHU & PAUL, 20 

2008). 21 

A descoberta das células Th1/Th2 induziu os pesquisadores a abandonar o conceito 22 

dos T supressores. Portanto, supressão era o resultado da atividade de citocinas contra-23 

reguladoras ou inibitórias (SHEVACH, 2000).  24 
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No final dos anos 90, as células T supressoras ressurgem como células T 1 

reguladoras (Treg) quando várias subpopulações de células T foram identificadas com a 2 

habilidade de inibir a proliferação de outras células (NAGLER-ANDERSON et al., 2004).  3 

As células Treg constituem 5-10% do total populacional de células T CD4+ em 4 

camundongos e em seres humanos e estão principalmente envolvidas na repressão de 5 

doenças auto-imunes (AKBAR et al., 2003; WANG et al., 2004; WEI, MORRIS & 6 

KONG, 2004; WANG, 2006; YAMAGUCHI & SAKAGUCHI, 2006; ZHU & PAUL, 7 

2008) (Figura 1). Estas células são constitutivamente caracterizadas pela expressão da 8 

proteína transmembrana CD25 que é a cadeia α do receptor da interleucina-2 (IL-2); 9 

CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4) e FOXP3 (forkhead transcription factor) 10 

(AKBAR et al., 2003; WANG et al., 2004; WEI, MORRIS & KONG, 2004; WANG, 11 

2006; YAMAGUCHI & SAKAGUCHI, 2006; ZHU & PAUL, 2008). 12 

O FOXP3 é considerado o marcador mais específico das células Treg. É um 13 

membro da família forkhead de fatores transcripcionais que está criticamente envolvido no 14 

desenvolvimento e função das células Treg CD25+ (WANG et al., 2007; ZHU & PAUL, 15 

2008). No câncer humano, a expressão do FOXP3 está sendo usualmente correlacionada 16 

com um curso desfavorável da doença. Dessa forma, talvez, essa expressão possa 17 

representar, no futuro, uma variável prognóstica independente em termos de sobrevida 18 

geral e sobrevida livre da doença (ZHENG & RUDENSKY, 2007). A importância dos 19 

marcadores das células Treg no carcinoma de células escamosas ainda não tem sido 20 

determinada (ZHU & PAUL, 2008).  21 

A geração de células T reguladoras foi proposta para explicar o mecanismo de 22 

autotolerância atribuído ao timo (SAKAGUICHI, 1996). 23 

O mecanismo de regulação do sistema imune pelas células Tregs é pouco 24 

entendido. Os estudos não chegaram a um simples modo de ação. A maioria dos estudos 25 
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tem concluído que Treg (LTCD4+CD25+) suprime por um mecanismo dependente de 1 

contato entre as células (ERMANN et al., 2001), que é independente de citocinas 2 

(SHEVACH, 2002). 3 

 O envolvimento de uma molécula ligada à superfície das Treg, tem sido proposto. 4 

Tal molécula tem sido identificada como sendo a CTLA-4 (NISHIMURA et al., 2004; 5 

COOLS et al., 2007), esta molécula inibi a ativação de células T por se ligar às moléculas 6 

co-estimulatórias como a B7.1 e B7.2 (VENCE et al., 2007; ABBAS, LICHTMAN & 7 

PILLAI, 2008). 8 

Segundo Lima (2006), para que ocorram mecanismos ou respostas 9 

imunossupressoras, é necessário que ocorra a ativação do TCR ou CD3 das células T 10 

reguladoras. Porém, experimentos in vitro mostraram que a presença de células 11 

apresentadoras de antígeno não é requerida para que ocorra supressão, mas o autor acredita 12 

que as citocinas possuem alguma importância nesse mecanismo. 13 

Tregs são capazes de produzir IL- 10 (ANNACKER et al., 2001; ZHU & PAUL, 14 

2008), TGF-β e IL-35 (ZHU & PAUL, 2008) (Figura 1). A produção de IL-10 pelas 15 

células T reguladoras é necessária para supressão de certas formas de inflamação auto-16 

imune intestinal (SURI-PAYER & CANTOR, 2001). Outro mecanismo dependente de 17 

contato celular, é a supressão pelo fator de crescimento transformador-β (TGF-β) 18 

(LEVINGS et al., 2002), esta citocina induz expressão de FOXP3 (ZHU & PAUL, 2008), 19 

e a contínua expressão desse fator é importante para a manutenção da atividade supressora 20 

das células Treg (WILLIAMS & RUDENSKY, 2007).  21 

Com relação ao envolvimento de TGF-β na imunossupressão, há evidências de que 22 

a supressão de células T CD8+ possa induzir mecanismos de auto-imunidade ou rejeição a 23 

tumores, e para que isso ocorra é necessário que tenha um receptor de TGF-β na célula T 24 
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CD8+ (GREEN et al., 2003; CHEN et al., 2005). Assim, a inibição de linfócitos T CD8+ é 1 

dependente de TGF-β (LIMA, 2006).  2 

O TGF-β também desempenha um papel importante na diferenciação e manutenção 3 

de células Treg. Tanto TGF-β quanto IL-2, são necessários para a sobrevivência e funções 4 

das Tregs, mesmo após a diferenciação dessas (ZHU & PAUL, 2008). 5 

Baixa concentração de TGF-β pode induzir a diferenciação em Th17, já à indução 6 

de FOXP3 requer altas concentrações dessa citocina. Assim, a quantidade de TGF-β, bem 7 

como a presença ou ausência de citocinas pro-inflamatórias determina o balanço ou 8 

equilíbrio entre a expressão de RORγt e FOXP3, e, portanto, se o perfil de resposta imune 9 

será TH17 ou Treg (ZHU & PAUL, 2008).  10 

Dois trabalhos independentes mostraram que células reguladoras humanas são 11 

capazes de induzir, por contato, propriedades supressoras em células T CD4+CD25-, 12 

quando cultivadas in vitro (SEVACH, 2002). Houve uma tolerância às infecções, depois 13 

que as Tregs CD4+CD25+ começaram a produzir TGF-β (JONULEIT et al., 2002) ou IL-14 

10 (DIECKMANN et al., 2002). 15 

Vários estudos demonstram que as células Treg têm capacidade para suprimir 16 

diferentes membros da resposta imune celular. Especificamente, Treg tem sido responsável 17 

por inibir a proliferação e produção de citocinas de células T CD4+ näive ativadas, bem 18 

como de células Th1 (CHAPUT, 2007; VAN der BURG et al., 2007). Outros estudos 19 

mostram a capacidade das células Treg em inibir a ativação de células T CD8+ pela não 20 

expressão da molécula CD25 e pela inibição da produção da IL-2 (PICCIRILLO & 21 

SHEVACH, 2001). 22 

Zhou & Levitsky (2007) consideram importante o fato das Tregs CD4+ 23 

contribuírem para a tolerância tumoral antígeno-específica. No câncer cervical, a 24 
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oncoproteína E6 age como um antígeno-específico para a geração de células Treg CD4+ 1 

(VAN DER BURG et al., 2007). 2 

Estudos recentes identificaram um quarto subconjunto de células TCD4+ efetoras 3 

diferenciadas inicialmente em camundongos. Estas células foram chamadas de células 4 

Th17, porque a citocina que elas secretam e caracteriza-as é a IL-17 (IL-17a e IL-17f), 5 

além de também de secretarem IL-10, IL-21 e IL-22 (Figura 1) (ABBAS, LICHTMAN & 6 

PILLAI, 2008; ZHU & PAUL, 2008).  7 

Células Th17 mediam respostas imunes contra bactérias e fungos extracelulares 8 

(WEAVER et al., 2006; ZHU & PAUL, 2008). Elas são responsáveis ou participam, na 9 

indução de muitos órgãos específicos de doenças auto-imunes, reações inflamatórias ricas 10 

em neutrófilos. Assim, as células do perfil Th17 podem ser importantes mediadores de dano 11 

tecidual em doenças inflamatórias imunomediadas (ZHU & PAUL, 2008; ABBAS, 12 

LICHTMAN & PILLAI, 2008) (figura 1). 13 

As células Th17 não produzem IFN-γ ou IL-4, pois sua diferenciação a partir de 14 

células T CD4+ naïves é inibida pela presença dessas citocinas, indicando que as células 15 

Th17 são realmente um subconjunto exclusivo e distinto das células Th1, Th2 e Treg (ZHU 16 

& PAUL, 2008). 17 

A diferenciação de células T CD4+ naïves em Th17, ocorre por estímulo do 18 

antígeno na presença de TGF-β juntamente com IL-1, IL-6 e outras citocinas pró-19 

inflamatórias como a IL-21 e IL-23 (Figura 1). A fonte do TGF-β na diferenciação é 20 

desconhecida. Acredita-se que a IL-23 está estreitamente relacionada à IL-12 que induz 21 

Th1, o que promove a sobrevivência e manutenção das células Th17 diferenciadas. 22 

Curiosamente, TGF-β sozinho estimula o desenvolvimento de células T reguladoras, assim 23 

essa citocina é capaz de promover respostas pró-inflamatórias (Th17) ou protetoras 24 
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(células T reguladoras), dependendo de que outras citocinas estejam presentes no ambiente 1 

(ABBAS, LICHTMAN & PILLAI, 2008; VOLPE et al., 2008).  2 

Segundo Zhu & Paul (2008), os subtipos mais bem caracterizados são: Th1, Th2 e 3 

células T regulatórias (Treg), cuja diferenciação depende de fatores de transcrição como: 4 

T-bet, STAT- 4 e STAT-1 para Th1, GATA-3 e STAT-5 e 6 para Th2 e FOXP3 e STAT-5 5 

para Treg. Para as células do perfil Th17 os fatores de transcrição são: RORγt e STAT-3 6 

(Figura 1). 7 
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Figura 1: Resumo dos 4 perfis de resposta imune derivados da diferenciação de células T 
CD4+ naïve: citocinas produzidas características de cada perfil, citocinas que induzem a 
diferenciação dos perfis e fatores de transcrição críticos para a determinação do perfil 
imunológico (Adaptado de ZHU & PAUL, 2008). 

 

1.3 – Perfil de Resposta Imune nas Lesões Cervicais 

 

Um importante componente da resposta imune inata consiste nas células 8 

fagocíticas. O recrutamento de leucócitos polimorfonucleares (PMNs) e monócitos para o 9 
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sítio da infecção é mediado pela liberação de citocinas e quimiocinas do tecido infectado 1 

(AL-SALEH et al., 1998). Zur Hausen (1986) tem descrito um sistema de sobrevivência 2 

intracelular nas infecções persistentes por HPV. A hipótese é que o câncer cervical resulta 3 

de uma deficiência no controle celular da expressão dos genes do HPV, e que o controle 4 

normal é mediado por fatores liberados por macrófagos.  5 

Vários estudos descrevem que macrófagos estão aumentados em infecções por 6 

HPV ou NIC (AL-SALEH et al., 1998) e no carcinoma cervical (DAVIDSON et al., 1997) 7 

e que estas células estão presentes em ambos, epitélio e estroma, sendo capazes de 8 

fagocitar células transformadas por HPV-16 (BANKS et al., 1991). Corroborando com esta 9 

idéia, papilomas que apresentam regressão têm um infiltrado significante de macrófagos 10 

que coram positivamente pela imunohistoquímica para TNF-α e isto correlaciona com 11 

apoptose das células epiteliais infectadas (HAGARI et al., 1995). 12 

A linhagem de células NK também foram encontradas no estroma de NIC (TAY et 13 

al., 1987) e podem ser ativadas pelo tratamento com citocinas para produzir células NK 14 

ativadas por linfocinas (LAK). Células epiteliais são imortalizadas por HPV-16 e linhagens 15 

de células de carcinoma cervical são relativamente resistentes às células NK, mas sensíveis 16 

á lise por células LAK (FUBERT-HARRIS et al., 1989; WU et al., 1996).  17 

A lise de células infectadas com HPV, pelas células NK é deficiente em pacientes 18 

que tem lesões pré-cancerosas ou câncer induzido pelo vírus, segundo Malejczyk et al. 19 

(1989). As proteínas E6 e E7 do HPV-16 inibem a habilidade das células NK a produzir 20 

IFN em ensaios in vitro (LEE et al., 2001). Estes dados indicam que a infecção por HPV 21 

poderia ser controlada por resposta eficiente das células NK. 22 

Sabe-se que a grande maioria das infecções virais é eliminada por meio de 23 

respostas imunes mediadas por células. As células apresentadoras de antígeno têm um 24 
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papel importantíssimo na indução de todas as respostas imunológicas dependentes de 1 

células T. Os papilomavírus humanos são patógenos responsáveis pelo desenvolvimento de 2 

tumores benignos e malignos do tecido epitelial escamoso e glandular. Há estimativas de 3 

que aproximadamente 20% dos casos de câncer em humanos estejam associados a certos 4 

tipos de vírus como o: vírus Epstein-Barr, vírus tipo 1 da leucemia de células T, 5 

papilomavírus humano, e o vírus da hepatite B e C (FLINT et al., 2000). 6 

Porém, só recentemente, as células dendríticas (DCs) começaram a ser relacionadas 7 

a tumores malignos de difícil diagnóstico, comportamento agressivo e resposta terapêutica 8 

desfavorável, que se apresentavam tanto na forma de tumores sólidos como de leucemias 9 

(FERRANTINI et al., 2008). 10 

As Dcs estão relacionadas a diversas alterações de natureza proliferativa, 11 

neoplásica e imunoinflamatórias. Tem sido demonstrado que as DCs não são recrutadas ou 12 

ativadas em alguns tumores humanos e que a sua função poderia estar comprometida pelo 13 

tumor, ou mediadores secretados pelo tumor com o intuito de suprimir a resposta imune. 14 

Dados recentes revelam que as DCs poderiam ter um papel central na apresentação de 15 

antígenos tumorais e a eficiência deste processo poderia determinar a eficácia da resposta 16 

anti-tumoricida (FONG & ENGLEMAN, 2000; BALLESTRERO et al., 2008). Um 17 

aspecto importante das DCs é a habilidade dessas células em processar e apresentar 18 

antígenos peptídicos tumor-relacionado que é a base primária para o reconhecimento 19 

imune de células tumorais (TIMMERMAN & LEVY 1999; GILBOA, 2007). 20 

Alguns pesquisadores conseguiram verificar em cobaias, uma associação à 21 

regressão de lesões cervicais à melhora da resposta imune mediada por células. Em lesões 22 

de alto grau pode haver uma regressão espontânea, que está correlacionada com os 23 

mecanismos efetores da imunidade mediada por células. Na neoplasia cervical invasiva 24 

verificaram que os linfócitos infiltrantes no tumor são predominantemente linfócitos T 25 
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citotóxicos, (LT CD8+) (WANG et al., 2003). Mcdevitt (2000) identificaram CTLs 1 

específicos contra oncoproteínas do HPV no sangue periférico de pacientes com câncer 2 

cervical e neoplasias intraepiteliais cervicais. Mas a persistência viral está relacionada à 3 

resposta imune do hospedeiro, especialmente na ausência de resposta linfoproliferativa em 4 

resposta à infecção (UNG et al., 1999), pois também foram identificadas células T 5 

citotóxicas específicas para HPV-16, no sangue periférico de mulheres que não 6 

apresentavam lesões cervicais. 7 

A resposta imunológica individual é influenciada por diversos fatores endógenos e 8 

exógenos, dentre os quais os polimorfismos dos antígenos do sistema de 9 

histocompatibilidade, o estado nutricional, tabagismo e outros (PARDO-GOVEA et al., 10 

2005). A secreção de citocinas na mucosa cervical também é influenciada por esses fatores 11 

e podem interferir na história natural da infecção pelo HPV (GRAVITT et al., 2003; 12 

SCOTT et al., 2006). Em uma análise multivariada, níveis elevados de IFN-γ, IL-10 e IL-13 

12 foram significativamente (p<0,05) associados a várias variáveis, incluindo a infecção 14 

ativa pela Chlamidia trachomatis, relação sexual recente e uso de anticoncepcional oral. 15 

Níveis diminuídos de IL-4 e IL-10 foram associados com consumo de cigarro nas últimas 16 

24 horas (SCOTT et al., 2006). 17 

Gonçalves & Donadi (2004), ao avaliar a resposta imune celular em pacientes que 18 

tinha infecção pelo HPV de baixo risco e lesões cervicais, observaram um predomínio de 19 

citocinas do perfil Th1, sendo que essas ativam LT citolíticos, contribuindo, portanto, para 20 

a eliminação da infecção e regressão das lesões. Essas células podem ser encontradas no 21 

sangue periférico, mas a presença, retenção e função dessas, são observadas 22 

preferencialmente, intra e/ou peritumoral. A persistência ou eliminação da infecção pelo 23 

HPV, associadas à regressão das NICs são ainda pouco compreendidas. Entretanto, a 24 
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relação entre a resposta imunológica e o clearence da infecção viral ainda é pouco 1 

explorada.  2 

A infecção pelo HPV é exclusivamente intraepitelial. Teoricamente, o HPV só é 3 

reconhecido pelas APCs profissionais do epitélio escamoso, as Células de Langerhans 4 

(LCs), as quais são consideradas células dendríticas intraepiteliais (POPPE et al, 1996; DE 5 

VILLIERS et al., 2004). Segundo Stanley, 2008, o capsídeo viral é quem ativa as DCs, 6 

mas há indícios de que as LCs não são ativadas na presença do capsídeo do HPV. Células 7 

de Langerhans, quando incubadas com a proteína recombinante L1-VLPs (Vírus-Like 8 

particles) do HPV 16, não é iniciada uma resposta imune epitopo-específica contra a L1, 9 

portanto VLP é um tolerógeno. Em contraste, as DCs estromais, são ativadas pela VLP e 10 

estimulam resposta imune por células T específicas, mas como o vírus permanece no 11 

epitélio, a probabilidade de encontrar DCs estromais é baixa, e evidentemente, as chances 12 

de uma resposta imune eficaz contra o vírus será mínima. 13 

Uma característica da infecção por HPV é a ausência de resposta inflamatória. 14 

Estudos recentes sugerem que alguns produtos gênicos do HPV poderiam bloquear 15 

diretamente a atividade dos mediadores inflamatórios. A proteína E6 do HPV-16 inibe a 16 

expressão de IL-18, uma citocina proinflamatória (CHO et al., 2001) e liga-se 17 

competitivamente ao receptor da IL-18 (LEE et al., 2001). Esta mesma proteína do vírus 18 

liga-se também ao receptor do TNF-α e protege as células do apoptose (FILIPPOVA et al., 19 

2002). 20 

Apesar da infecção por HPV não induzir prontamente a resposta imune aguda, a 21 

expressão e liberação de citocinas proinflamatórias específicas como IL-1, TNF-α, IL-12, 22 

IL-10 e TGF-β estão aumentadas durante o NIC III e o câncer cervical invasivo (TJIONG 23 

et al., 2001; WEI et al., 2001). Em oposição a estes achados, células de carcinoma cervical 24 

e células imortalizadas por HPV in vitro possuem uma redução das citocinas 25 
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proinflamatórias (WOODWOTH et al., 1993; MERRICK et al., 1996). O que demonstra 1 

claramente que o microambiente é de fundamental importância para liberação destes 2 

fatores. 3 

Há vários estudos onde é observado um paradigma entre os perfis de resposta 4 

imune Th1/Th2. Alguns trabalhos realizados com pacientes que apresentavam lesões 5 

cervicais de baixo, alto grau, ou neoplasia invasiva sugerem que níveis diminuídos de 6 

citocinas Th1 e aumentados de Th2 estão associados a progressão da lesão. Mas há vários 7 

trabalhos na literatura com resultados variados e às vezes controversos.  A produção de IL-8 

2 em NICs diminuiu com aumento do grau da neoplasia (TSUKUI et al., 1996). Além 9 

disso, desvio do padrão Th1 (IL-2 e IFN-γ) para o Th2 (IL-4 e IL-10) foi associado com a 10 

progressão da lesão e conseqüentemente, a um pior prognóstico para pacientes (CLERICI 11 

et al., 1997; CLERICI et al., 1998 ). Entretanto, a polarização em direção ao padrão Th2 12 

parece facilitar a progressão tumoral, pois, haverá uma redução ou um bloqueio, por parte 13 

das citocinas, na resposta imune celular favorecendo e ativando a imunidade humoral 14 

(MOTA et al., 1999). Estudos relacionaram a regressão das verrugas genitais e das 15 

neoplasias cervicais com o padrão Th1 (IL-2, IFN-γ e TNF-α). Porém, baixos níveis de 16 

IFN-γ foram associados ao desenvolvimento do câncer cervical com pior prognóstico 17 

(TARTOUR et al., 1998). 18 

Rafiq et al. (2001), sugerem que a IL-10 bloqueia síntese de citocinas 19 

imunoestimulatórias das células Th1, produzidas pelos monócitos e células NK ativados, 20 

porém a diminuição da atividade das células NK pode ser devida à reativação ou re-21 

infecção pelo HPV.  22 

Lee et al. (2004) demonstraram mulheres como diagnóstico de HSIL apresentaram 23 

diminuição acentuada na produção de citocinas do perfil Th1, sugerindo que também pode 24 

ter ocorrido um comprometimento na função citolítica das células T CD8+. 25 
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Regressão da infecção por HPV está associada a uma resposta imune, mediada por 1 

citocinas do tipo Th1 (GRASSEGGER et al., 1997) que é caracterizada por um massivo 2 

infiltrado de células mononucleares, regulação positiva de moléculas de adesão, e apoptose 3 

de queratinócitos infectados, sugerindo que este perfil de resposta imune tem um 4 

importante papel na defesa do hospedeiro (EVANS et al., 1997). Em contraste, lesões por 5 

HPV persistentes não exibem inflamação e podem desenvolver tolerância. O 6 

desenvolvimento da NIC tem sido associada a um padrão TH2 de secreção de citocinas e 7 

que a proporção IL-12/IL-10 está reduzida (CLERICI et al., 1997; EL-SHERIF et al., 8 

2001) e as citocinas imunossupressivas tais como TGF-β e IL-10 estão aumentadas 9 

(TJIONG et al., 2001; ZITVOGEL, TESNIERE & KROEMER, 2006).  10 

Scott et al., (1999) observaram que o padrão de resposta imunitária do tipo Th1 11 

ocorre através da expressão de IFN-γ e IL-2, e está associado à presença do HPV no tecido 12 

cervical. Al-Saleh et al., (1998) demonstraram que a progressão de NICs para câncer está 13 

associada a uma resposta imunoregulatória do tipo Th2 com a participação de IL-4 e IL-6. 14 

Wu et al., (1996) em estudos in vitro, demonstraram que o TNF-α, o IFN-γ e a IL-2 tem 15 

um papel crítico na regulação da susceptibilidade dos queratinócitos cervicais na infecção 16 

pelo HPV em pacientes com NIC II e III.  17 

Tem sido descrito que, as respostas imunes na presença do HPV, tem um 18 

predomínio de citocinas imunoinibitórias ou supressoras, sendo que estas podem estar na 19 

região cervical ou na circulação periférica, sendo que a presença dessas propicia um 20 

ambiente favorável para transformações malignas, permitindo assim a progressão das NICs 21 

para o câncer cervical (AHMED et al., 2002). 22 

A presença de lesões malignas e pré-malignas a nível tissular pode originar uma 23 

infiltração de células do sistema imune, juntamente com as células do próprio tecido, 24 

iniciando uma resposta ao processo de infecção do HPV. Estes tipos celulares podem estar 25 
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representados por linfócitos e monócitos/macrófagos (LONGWORTH & LAIMINS, 1 

2004). A resposta imunitária no local da lesão pode ser do tipo Th1, que inclui a 2 

interleucina-2 (IL-2), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e o interferon gama (IFN-γ), 3 

do tipo Th2 estão presentes as interleucinas: IL-4, IL-5, IL- 6, IL-9, IL-10, IL-13 ou ambas 4 

(PARDO-GOVEA et al., 2005). Segundo Pardo-Govea et al., (2005), em pacientes com 5 

lesões pré-cancerosas infectadas ou não com HPV, há um predomínio da resposta Th1. 6 

Alguns dos resultados dos estudos relatados acima e outros não descritos, foram 7 

sumarizados na tabela 1, onde fica evidente a grande contradição entre os diversos 8 

resultados encontrados na literatura. 9 

 
Tabela 01: Citocinas relacionadas com a Neoplasia Intraepitelial Cervical e Infecção pelo 
HPV 

 
Fonte: Linsingen (2008). 

 

A imunidade celular mediada por células T tem papel crucial na erradicação das 10 

células infectadas pelo HPV. Falhas na indução ou manutenção da resposta das células T 11 
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podem levar à infecção persistente e ao desenvolvimento de neoplasias malignas 1 

(STIEPCICH, 2000; ZHU & PAUL, 2008).  2 

 Há diversos mecanismos de escape dos HPVs, um deles pode ser a indução de 3 

citocinas imunossupressoras como: IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13, principalmente no 4 

microambiente tumoral, levando ao comprometimento da atividade das células T 5 

principalmente as citotóxicas, e a inibição de apresentação de antígenos (PARDO-GOVEA 6 

et al., 2005). 7 

Segundo KIM et al., (1995), células infectadas pelos tipos de HPV de alto risco 8 

parecem estar modificadas no câncer cervical em relação à resposta humoral e celular 9 

efetuadas pelas citocinas IL-10, IL-2, IL-6 e IL-8, TNF-α, TGF-β, configurando um dos 10 

mecanismos de evasão da resposta imune mediada por células T. Parece que, nos estágios 11 

precoces do desenvolvimento do carcinoma espinocelular ocorre uma polarização da 12 

expressão de citocinas do padrão Th1 (IFN-γ), enquanto que nos estágios avançados do 13 

tumor, com acentuada capacidade metastática, a polarização se desvia para o perfil Th-2 14 

(IL-4 e IL-5) (AGARWAL et al., 2003). Entretanto, todos esses eventos celulares e 15 

humorais da resposta imune ao vírus são muito pouco estudados, necessitando ainda, de 16 

uma investigação mais detalhada. 17 

Há diminuição na expressão das moléculas de HLA de classe I e diminuição da 18 

expressão das cadeias dos receptores de células T (TCRs), que prejudicam o processo de 19 

apresentação de antígenos das células hospedeiras às células T e diminuem o 20 

reconhecimento imunológico dos linfócitos T citotóxicos do hospedeiro às células 21 

infectadas pelo HPV. Ocorre também aumento da expressão das moléculas de HLA de 22 

classe II, com provável ativação de linfócitos T supressores CD4+ CD25+, que inibem os 23 

linfócitos T citotóxicos (PARDO-GOVEA et al., 2005). 24 
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Recentemente, verificou-se que em vários tipos de cânceres é gerado um 1 

microambiente tumoral por causa da repressão ou a expressão de diferentes genes como: 2 

Fas, Fas ligante, citocinas e quimiocinas, importantes na resposta imune e de células 3 

tumorais. Citocinas imunossupressoras também são produzidas no local do tumor, o que 4 

favorece a progressão do processo neoplásico (GIANNINI et al., 1998). 5 

Considerando que algumas citocinas possuem efeito ou função pleiotrópica, é 6 

difícil determinar a participação de uma citocina em particular na progressão do câncer. 7 

Isso se deve a relação com outras citocinas, fatores de crescimento e hormônios, que atuam 8 

simultaneamente no local do tumor, assim como os leucócitos (NASH et al., 1999). 9 

Existem dois mecanismos que podem explicar a participação das citocinas no 10 

desenvolvimento de câncer. 1) É possível que as citocinas favoreçam o desenvolvimento 11 

tumoral ao interagir com fatores de proliferação tumoral, induzir a atividade de 12 

angiogênese tumoral, e promover a metástase, pelo aumento da adesão celular. 2) As 13 

citocinas como mediadores da resposta imune podem inibir a expressão de moléculas e 14 

receptores, tanto das células da resposta imune como das células tumorais, que estão 15 

envolvidos na identificação e destruição de células tumorais (tais como desregulação das 16 

moléculas de MHC Classe I e II moléculas co-estimuladoras e a desregulação da cadeia 17 

zeta do complexo TCR/CD3) (MATSUDA et al., 1994; REICHERT et al., 1998; 18 

TAYLOR et al.,2003). 19 

Sabe-se, portanto, que algumas citocinas podem ou não favorecer o 20 

desenvolvimento das Neoplasias Intraepitelial Cervicais induzidas (NICs) por HPV, 21 

através da modulação da imunidade do hospedeiro ou precipitação da inflamação crônica, 22 

contudo, a importância do estudo é justificada pela ausência de elucidação do papel da 23 

resposta imunológica nas lesões causadas pelo HPV/NIC e as possíveis alterações na 24 

resposta imune a esta neoplasia (NICs). 25 
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2- Objetivos 

 

2.1 – Objetivos Gerais: 

Os objetivos gerais desse trabalho foram: 1 

 

1- Traçar o perfil imunológico de pacientes com NIC em diferentes graus (LSIL e 2 

HSIL) e Carcinoma Invasivo, através da expressão das citocinas IFN-γ, TNF-α, 3 

IL-2, IL-12, IL-4, IL-10, TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, utilizando a técnica da 4 

RT-PCR; 5 

2- Comparar o perfil de resposta imune local, das pacientes com NIC/Invasivo com 6 

os pacientes controles; 7 

 

2.2 – Objetivos Específicos: 

Os objetivos específicos desse trabalho foram: 8 

 

1- Analisar as citocinas expressas nos diferentes graus de lesões: Lesão Intraepitelial 9 

Escamosa de Baixo Grau (LSIL) que relaciona com infecção por HPV e NIC I, 10 

Lesão Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) que relaciona com NIC II e 11 

NIC III e no Carcinoma Invasivo; 12 

2- Determinar as citocinas expressas nas amostras controles; 13 

3- Comparar as citocinas expressas das amostras NICs/Invasivos com as amostras 14 

controles; 15 

4- Agrupar as citocinas estudadas em perfis de respostas imunes: Th1, Th2 e T 16 

regulatório (Treg) e correlacioná-las com aquelas expressas nas amostras NICs / 17 

Invasivos e controles; 18 
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5- Determinar o perfil de resposta imune no local, a partir das biópsias coletadas e 1 

conseqüentemente com a expressão de citocinas local. 2 
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3 - Pacientes & Métodos 

 

3.1 – Casuística 

 

O estudo foi realizado em grupos de mulheres que apresentaram neoplasia 1 

intraepitelial cervical (NIC) induzida ou não pelo HPV, mas não possuindo outras co-2 

infecções, atendidas no serviço de Ginecologia e Obstetrícia da Universidade Federal do 3 

Triângulo Mineiro, sob a responsabilidade do Instituto de Pesquisa em Oncologia - 4 

IPON/Disciplina de Ginecologia e Ostetrícia - DGO 5 

Foram coletados fragmentos de biópsias do colo uterino de cento e seis pacientes 6 

que apresentavam algum tipo de lesão intraepitelial cervical: NIC I (LSIL), NICII e NIC 7 

III (HSIL) ou Carcinoma e/ou Adenocarcinoma invasivo (Invasivo).  O grupo controle foi 8 

composto por 20 (100%) mulheres sem infecção pelo HPV/NICs, submetidas à 9 

histerectomia por diagnóstico de leiomioma, sendo a citologia oncológica (papanicolaou) e 10 

colposcopia normais. 11 

As pacientes inclusas no estudo foram todas voluntárias e informadas sobre o 12 

propósito da pesquisa e somente foram admitidas àquelas que concordaram e assinaram o 13 

termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), devidamente aprovado pelo comitê 14 

de ética da Universidade Federal do Triângulo Mineiro. Os critérios para inclusão das 15 

pacientes no estudo foram: 16 

a) Paciente imunocompetente; 17 

b) Ausência de sangramento durante o exame; 18 

c) Não utilização de antibióticos orais, fungicidas ou cremes vaginais durante os 30 19 

dias anteriores; 20 

d) Nenhuma atividade sexual por pelo menos dois dias antes do dia da coleta das 21 
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amostras; 1 

e) Nenhuma história prévia de tratamento para HPV. 2 

 

3.2 - Métodos Clínicos 

 

Inicialmente, foram anotadas informações sobre idade, hábitos e condições de vida 3 

(tabagismo, idade de sexarca, idade da primeira gestação, paridade, número de parceiros), 4 

métodos contraceptivos usados e história de doenças sexualmente transmissíveis. 5 

 

3.3 - Coleta do Material 

 

A biópsia foi realizada com pinça de Gaylor-Medina somente na presença de zona 6 

transformação anormal pela colposcopia e inclusa em 1,0 mL de Trizol (Invitrogen life 7 

Technologies, Carlsbad, Califórnia, USA), armazenado em freezer a - 20°C para posterior 8 

extração do RNA, DNA e proteínas, conforme protocolo do fabricante de Trizol. 9 

 

3.4 - Extração de RNA 

 

As amostras inclusas em Trizol foram submetidas à sonicação por aproximadamente 30 10 

minutos por 50 Watts em temperatura ambiente para a decomposição da arquitetura da 11 

peça. Após este processo, o Trizol das amostras sonicadas foi todo aspirado e transferido 12 

para um novo eppendorf estéril, ficando somente a parte da peça que não se decompôs no 13 

tubo anterior. 14 

Neste novo tubo, foi realizada a separação das fases adicionando 200 µL de 15 

clorofórmio para cada 1,0 mL de Trizol inicialmente adicionado à amostra, com posterior 16 
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agitação em vórtex por 15 segundos, incubação a temperatura ambiente por 3 minutos e 1 

centrifugação a 12.000 x g por 15 minutos a 4°C. Após centrifugação, a mistura se separa 2 

em 3 fases: fase incolor aquosa onde se encontra o RNA (porção superior), uma fase 3 

intermediária onde encontramos as proteínas e outra fase chamada de vermelho-fenol-4 

clorofórmio, onde se encontra o DNA. A fase aquosa foi então transferida para outro tubo, 5 

para inicialmente ser feita a extração do RNA, e as outras fases foram armazenadas para 6 

posterior extração de DNA e proteína. 7 

 

3.5 - Obtenção do RNA 

 

No tubo com fase aquosa foi adicionado 500µL de álcool isopropílico e incubado 8 

por 10 minutos a temperatura ambiente seguida pela centrifugação a 12.000 x g por 15 9 

minutos a 4°C. O RNA então foi precipitado no fundo do tubo. 10 

A fase aquosa foi desprezada e o RNA foi lavado duas vezes com 1,0 mL de 11 

Etanol 75%, com posterior homogeneização e centrifugação a 7.500 x g por 5 minutos a 12 

4°C, a cada lavagem. O sobrenadante foi desprezado, deixando secar o RNA do tubo em 13 

geladeira por aproximadamente 12 horas. 14 

Após a secagem completa do RNA, este foi diluído em 11 µL de água milli Q 15 

DEPC para posterior realização da RT-PCR como descrito no item 3.6. 16 

 

 

3.6 - Transcrição Reversa de RNA para cDNA 

 

O RNA extraído das amostras foi submetido à síntese de DNA complementar 17 

(cDNA), que consiste na transformação da fita simples de RNA para fita dupla de cDNA, 18 
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técnica conhecida por RT-PCR (Reverse Transcriptase – Polymerase Chain Reaction) 1 

utilizando reagentes da Invitrogen life Technologies, como deoxiribonucleotídeos 2 

trifosfatados (dNTP = dATP, dGTP, dCTP e dTTP), primer oligo dt (primers formados por 3 

12-18 resíduos de deoxitimidina, especificamente desenhados para síntese de longos 4 

cDNAs a partir de mRNAs com cauda poli-A. Os primers se anelam na junção da cauda 5 

poli-A da fita de mRNA eliminando assim a transcrição da região poli-A, propiciando uma 6 

síntese do cDNA mais eficaz), DTT (1, 4-Dithiothreitol), tampão 5x e enzima Superscript. 7 

O RNA seco em geladeira, inicialmente foi re-suspendido em 11 µL de água milli 8 

Q tratada com dietilpirocarbonato (DEPC). Posteriormente, foi preparada uma mistura de 9 

substâncias (mix) para a realização da transcrição reversa também chamada de RT-PCR. O 10 

volume final de cada foi de 13 µL, sendo que esta solução foi composta por: 11 

Primer Oligo dt ------------------------1µL 12 

RNA------------------------------------11 µL 13 

dNTP-------------------------------------1 µL 14 

 15 

As amostras foram levadas para o termociclador para o primeiro ciclo da 16 

transcrição reversa. Este ciclo foi composto por uma etapa de desnaturação a 65°C por 5 17 

minutos, seguida de uma etapa de resfriamento a 16ºC por tempo indeterminado. Após este 18 

procedimento, foi adicionada a cada amostra 7µL de outro mix contendo:  19 

Tampão Kit 5x--------------4 µL 20 

DTT 0,1 M------------------1 µL 21 

Enzima Superscript IIIrt---1 µL 22 

Água DEPC------------------1 µL 23 

 24 

Sendo, portanto, agora o volume final de 20 µL. A enzima responsável pela 25 
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transformação do RNA em c-DNA (transcrição reversa) foi a Superscript IIIrt First-1 

Standart System Synthesis for RT-PCR – Invitrogen. 2 

As amostras foram submetidas a novas etapas de incubação no termociclador 3 

sendo essas: 5 minutos a 25°C, seguida de incubação por 60 minutos a 50°C. A reação foi 4 

inativada a 70°C por 15 minutos. 5 

Após o término da RT-PCR, foram pipetados 5 µL de cada amostra para um novo 6 

tubo eppendorf e adicionado a essas 495 µL de água DEPC, sendo que estas ficaram numa 7 

diluição de 1: 100. Essas amostras foram quantificadas em espectrofotômetro específico 8 

para quantificação de RNA/cDNA, DNA e proteínas, e posteriormente descartadas. A 9 

leitura das amostras foi realizada a uma absorbância de 320 nm e fator 50. Para cada 10 

amostra, foram anotada durante a quantificação, a concentração do cDNA em µg/mL, a 11 

concentração de proteína em mg/mL e a absorbância em nm. Para cada amostra, foram 12 

feitos os cálculos necessários para a diluição ou não dessas com o objetivo de deixá-las em 13 

uma concentração final de 1 µg/µL. 14 

 

3.7 - Protocolo da RT-PCR para as Citocinas 

 

 Os primers e as reações de PCR foram feitos seguindo o protocolo de Tripathy, 15 

Chauhan & Nityanand (2004), descritos no quadro 1, porém as temperaturas de anelamento 16 

assim como os mixs para cada primers, as etapas e número de ciclos para a realização das 17 

PCRs foram otimizadas por prévias padronizações realizadas no Instituto de Pesquisa em 18 

Oncologia (IPON) da Universidade Federal do Triângulo Mineiro (UFTM).  19 

De modo geral, o cDNA foi adicionado a uma solução contendo os seguintes 20 

componentes para amplificação: Tampão 10x, dNTP, MgCl2, Taq DNA polimerase, 21 

Primer F 10 µM, Primer R 10 µM e água de injeção. Porém, as concentrações dos 22 
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reagentes: dNTP, MgCl2, Taq e primers de cada citocina variaram de acordo com a 1 

padronização otimizada de cada primer (Anexos 2). 2 

Para a realização da PCR com os primers de: β-actina, IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-12, 3 

IL-10 e IL-4 foi utilizado 1µL de cDNA de cada amostra, e para os primers de TGF-β1, 4 

TGF-β2 e TGF-β3, foram utilizados 2 µL de cDNA de cada amostra, sendo, portanto, a 5 

concentração final das amostras no mix de 100 ηg e 200 ηg, respectivamente (Anexos 2). 6 

 

Quadro 1: Características dos indicadores sintetizados para a amplificação de fragmentos 
específicos de c-DNA após padronização. 

Citocina Seqüências 
Temperatura 

de Anelamento 

Tamanho do 

produto 

amplificado 

TGF-ββββ1 (F): ACC AAC TAT TGC TTC AGC TC 

(R): TTA TGC TGG TTG TAC AGG 
55ºC 198 pb 

TGF-ββββ2 (F): CTG TCC CTG CTG CAC TTT TGT 

(R): TCT TCC GCC GGT TGG TCT GTT 
60,4ºC 227 pb 

TGF-ββββ3 (F): CCT TTC AGC CCA ATG GAG AT 

(R): ACA CAG CAG TTC TCC TCC AA 
61,2ºC 241 pb 

IFN- γγγγ (F): TCT GCA TCG TTT TGG GTT CTC 

(R): TCA GCT TTT CGA AGT CAT CTC 
55ºC 321 pb 

IL-4 (F): CCT CTG TTC TTC CTG CTA GCA 

(R): GCC GTT TCA GGA ATC GGA TCA 
56°C 300 pb 

IL-10 (F): ACA GCT CAC CAC TGC TCT GT 

(R): AGT TCA CAT GCG CCT TGA TG 
58ºC 327 pb 

ββββ-actina (F): CAC TCT TCC AGC CTT CCT TCC 

(R): CGG ACT CGT CAT ACT CCT GCT T 
64°C 311 pb 

TNF-αααα (F): GAG TGA CAA GCC TGT AGC CCA TGT TGT AGC 

(R): GCA ATG ATC CCA AAG TAG ACC TGC CCA GAC T 
73ºC 444 pb 

IL-2 (F): ATG TAC AGG ATG CAA CTC CTG TCT T 

(R): GTC AGT GTT GAG ATG ATG CTT TGA C 
66ºC 457 pb 

IL-12 (F): AGT GTC AAA AGC AGC AGA GG 

(R): AAC GCA GAA TGT CAG GGA G 
66°C 363 pb 
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3.8 – Ciclos de Amplificação das RT-PCRs para Citocinas 

 

Para o cDNA a reação foi iniciada com uma desnaturação a 94°C por 5 minutos, 1 

seguido de 40 ciclos de desnaturação a 94ºC por 40 segundos, anelamento dos primers 2 

sense e anti-sense a temperatura específica para cada primers como mostra o quadro 1 por 3 

40 segundos e a extensão a 72°C por 45 segundos, seguindo de uma etapa final de extensão 4 

a 72ºC por 10 minutos e resfriamento a 16ºC por tempo indeterminado. 5 

 

3.9 - Detecção dos Produtos Amplificados 

 

Após a reação de PCR, os produtos da amplificação tanto do cDNA quanto do 6 

DNA, foram submetidos à eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% e corados com 7 

nitrato de prata a 2%. Utilizamos em cada gel um padrão de peso molecular de 50 pb, 8 

como controle positivo, o TrackitTM 1kb DNA ladder da Invitrogen®.  9 

Cada amostra a ser aplicada no gel foi homogeneizada com o auxílio de uma 10 

micropipeta e 10,0 µL da amostra de cDNA amplificado foi misturada a 5,0 µL de tampão 11 

da amostra. Esta mistura foi realizada com cada uma das amostras submetidas à PCR e 12 

foram aplicadas uma em cada orifício do gel de poliacrilamida 10%. O gel foi submetido a 13 

uma corrente de 90 volts por 2 horas. 14 

Posteriormente a corrida eletroforética, o gel foi colocado em solução fixadora por 15 

20 minutos, esta solução foi desprezada e em seguida adicionada ao gel uma solução de 16 

nitrato de prata por 20 minutos sob agitação mecânica, seguido de uma lavagem rápida em 17 

água milli-Q e incubação em solução reveladora por aproximadamente 20 minutos, 18 

retornando o gel para a solução fixadora. Após a revelação dos géis, foi realizada a análise 19 

da presença das bandas de amplificação nos mesmos. 20 
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4 - Análise Estatística 

 

Para análise estatística foi elaborado um banco de dados eletrônico. As variáveis foram 1 

analisadas através do programa Graph Pad Prism versão 4.0. As proporções foram 2 

comparadas através do teste do Qui-quadrado. As diferenças foram consideradas 3 

estatisticamente significantes quando a probabilidade de rejeição da hipótese de nulidade 4 

foi menor ou igual a 5% (p<0,05). 5 
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5- Resultados 

 

5.1 - Amostras Coletadas 

 

Em nosso estudo, foram colhidas biópsias de 106 pacientes atendidas no Serviço 1 

de Ginecologia e Obstretícia, sob a responsabilidae do Instituto de Pesquisa em Oncologia 2 

- IPON/Disciplina de Ginecologia e Ostetrícia – DGO, do Ambulatório Maria da Glória da 3 

UFTM, sendo que essas tinham diagnóstico de Lesões Intraepitelial Escamosa de Baixo 4 

(LSIL), ou Alto Grau (HSIL), ou Carcinoma ou Adenocarcinoma invasivo (Anexos 3). O 5 

grupo controle foi composto de 20 pacientes com resultados de citologia oncótica normal, 6 

que foram submetidas à histerectomia por leiomioma (Tabela 1) (Anexos 3).  7 

As 126 amostras coletadas foram divididas em 4 grupos (Tabela 2) após a 8 

confirmação por estudo anatomopatológico: 9 

1) Grupo LSIL (NIC I - Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau) = 28 amostras; 10 

2) Grupo HSIL ((NIC II ou III - Lesão Intraepitelial Escamosa de Alto Grau) = 53 11 

amostras; 12 

3) Grupo Invasivos (Carcinoma e Adenocarcinoma invasivo) = 25 amostras; 13 

4) Grupo Controle (Normal) = 20 amostras. 14 

 
 

 
Tabela 1: Distribuição das pacientes com lesão e o grupo controle atendidas na 
Ginecologia do Ambulatório Maria da Glória - UFTM. 

 
 
 
 

Grupo n (%) 

LSIL/ HSIL / Invasivos 106 (100) 

Controle 20 (100) 

Total 126 (100) 
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Tabela 2: Distribuição das amostras coletadas em três diferentes grupos de lesões cervicais. 
Amostras N Total % 

LSIL 28/106 26,42 % 

HSIL 53/106 50% 

INVASIVOS 25/106 23,58% 

TOTAL 106/106 100% 

 

 

As pacientes do grupo controle tinham idades entre 30 a 60 anos, com media e 1 

desvio padrão de 48,6 + 7,89 anos, (Intervalo de confiança de 95 % variando entre 44,91 2 

anos e 52,29 anos) (Tabela 3), sendo a faixa etária mais freqüente entre 41 a 50 anos, com 3 

10/20 (50%) pacientes (Tabela 3).  4 

No grupo de pacientes com lesão intraepitelial cervical, a idade variou entre 16 e 5 

78 anos, com média e desvio padrão de 35,20 + 13,31 anos (Intervalo de confiança de 95% 6 

variando entre 32,50 anos e 37,90 anos) (Tabela 4). Na tabela 4 pode-se observar a 7 

distribuição das pacientes com lesões em faixas etárias, sendo que as faixas etárias de 16 a 8 

26 anos e 27 a 37 anos, apresentaram um maior número de pacientes, 31/106 (29,25%) e 9 

29/106 (27,36%), respectivamente. 10 

 A tabela 5 mostra a distribuição da faixa etária das pacientes do grupo LSIL, sendo 11 

a faixa etária mais freqüente entre: 27 a 37 anos (9/28; 32,14%) com média 31,33 anos 12 

desvio padrão de + 2,0 anos, e 38 a 48 anos (8/28; 28,57%) com média e desvio padrão de 13 

41,5 anos + 3,82 anos. 14 

O grupo das pacientes com diagnósticos de HSIL também apresentaram maior 15 

freqüência na faixa etária de 27 a 37 anos (21/53; 39,62%) com média e desvio padrão de 16 

31,81 + 2,50 anos, respectivamente (Tabela 6), já o grupo das pacientes com lesões 17 

invasivas do colo uterino, tiveram uma maior freqüência na faixa etária de 38 a 48 anos 18 
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(7/25; 28%) com média e desvio padrão de 42,0 anos + 3,65 anos, respectivamente (Tabela 1 

7). 2 

 

Tabela 3: Distribuição da faixa etária das pacientes do grupo controle atendidas no 
ambulatório de Ginecologia e Obstetrícia Maria da Glória - UFTM. 

Faixa Etária (anos) N (%) X + DP (anos) 

30 - 40 5/20 (25) 39,2 + 1,95 

41 - 50 10/20 (50) 47,7 + 3,16 

51 - 60 5/20 (25) 56,8 + 2,95 

Total 20/20 (100) 48,6 + 7,89 

 

 

 

Tabela 4: Distribuição da Faixa etária das pacientes com lesão intraepitelial cervical 
atendidas no ambulatório de Ginecologia e Obstretícia Maria da Glória - UFTM. 

Faixa Etária (anos) N (%) X + DP (anos) 

16 – 26 31/106 (29,25) 21,87 + 3,54 

27 - 37 29/106 (27,36) 31,76 + 2,61 

38 – 48 21/106 (19,81) 43,62 + 2,99 

49 - 59 10/106 (9,43) 52,1 + 3,54 

60 - 70 3/106 (2,83) 64 + 4,00 

71 - 80 2/106 (1,89) 75,5 + 3,54 

TOTAL 106/106 (100) 35,20 + 13,31 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 36

Tabela 5: Distribuição da freqüência da faixa etária no grupos das pacientes com LSIL.  

Faixa Etária (anos) LSIL N (%) X + DP (anos) 

16 – 26 7/28 (25) 18,71 + 2,06 

27 - 37 9/28 (32,14) 31,33 + 2,00 

38 – 48 8/28 (28,57) 41,5 + 3,82 

49 - 59 2/28 (7,14) 49,5 + 0,71 

60 - 70 1/28 (3,57) 68 + 0 

71 - 80 1/28 (3,57) 73 + 0 

TOTAL 28/28 (100) 32,43 + 13,28 

 

 

 

Tabela 6: Distribuição da freqüência da faixa etária no grupos das pacientes com HSIL.  
Faixa Etária (anos) 

HSIL 
N (%) X + DP (anos) 

16 – 26 15/53 (28,30) 22,67 + 3,22 

27 - 37 21/53 (39,62) 31,81 + 2,50  

38 – 48 11/53 (20,75) 42,63 + 3,36 

49 - 59 4/53 (7,55) 53 + 4,24 

60 - 70 1/53 (1,89) 64 + 0 

71 - 80 1/53 (1,89) 78 + 0 

TOTAL 53/53 (100) 33,57 + 11,52 
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Tabela 7: Distribuição da freqüência da faixa etária no grupos das pacientes lesão invasiva. 
do colo uterino.  

Faixa Etária (anos) 

Invasivo 
N (%) X + DP (anos) 

16 – 26 4/25 (16) 24 + 2,55 

27 - 37 5/25 (20) 33,40 + 3,05 

38 – 48 7/25 (28) 42 + 3,65 

49 - 59 5/25 (20) 51,8 + 3,56 

60 - 70 4/25 (16) 65,5 + 4,44 

TOTAL 25/25 (100) 41,92 + 14,70 

 

 

5.2 - Citocinas Avaliadas 

 

Todas as 126 amostras foram submetidas à RT-PCR para análise da síntese das 1 

citocinas: IFN-γ, TNF-α, IL-2, IL-4, IL-10, IL-12, TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3. Para 2 

verificar a qualidade do c-DNA utilizado como amostra foi avaliada a expressão do gene 3 

da proteína beta actina (β-actina). Todas as 126 amostras analisadas no presente estudo 4 

mostraram-se positivas para β-actina (Anexos 4). 5 

 

5.2.1 – Citocinas expressas pelo Grupo Controle 

 

 A expressão de citocinas pela RT-PCR mostrou que: 6/20 (30%) apresentaram-se 6 

positivas para IL-2, 12/20 (60%) para IL-12, 1/20 (5%) para IFN-γ, 14/20 (70%) TNF-α, 7 

2/20 (10%) IL-4 e 2/20 (10%) para TGF-β2 (Tabela 8 e Gráfico 1). 8 
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 Quando comparamos as citocinas expressas nesse grupo entre elas, a análise 1 

estatística mostrou que houve diferença estatisticamente significante entre as citocinas: IL-2 

2 e: TNF-α (p=0,0114), IFN-γ (p=0,0375), IL-10 (p=0,0004), TGF-β1 (p=0,0079) e TGF-3 

β3 (p=0,0079). Entre a IL-12 e: IFN-γ (p=0,0002), IL-4 (p=0,0009), TGF-β1 (p<0,0001), 4 

TGF-β2 (p=0,0009) e TGF-β3 (p<0,0001). Ao compararmos o TNF-α, observamos que 5 

este também apresentou diferença estatística em relação ao: IFN-γ (p<0,0001), IL-4 6 

(p=0,0001), TGF-β1 (p<0,0001), TGF-β2 (p=0,0001) e TGF-β3 (p<0,0001). O IFN-γ 7 

mostrou diferença quando comparado ao IL-10 (p<0,0001). A IL-10 mostrou diferença 8 

estatisticamente significante entre: IL-4 (p<0,0001), TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 9 

(p<0,0001) (Tabela 8; Anexos 5). 10 

 

 

 

Tabela 8: Citocinas positivas no Grupo Controle. 

 Citocinas Positivas 

Amostras 
N 

Total 

IL-2 

(%)  

IL-12 

(%)  

TNF-αααα 

(%)  

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%)  

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

 (%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

Controles 
20/20 

(100) 

6/20 

(30) 

12/20 

(60) 

14/20 

(70) 

1/20 

(5) 

17/20 

(85) 

2/20 

(10) 

0/20 

(0) 

2/20 

(10) 

0/20 

(0) 
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Citocinas positivas nas amostras controles

TGF-beta2; 2/20 
(10%)

TGF-beta1: 0/20 
(0%)

IL-4: 2/20 (10%)

IL-10: 17/20
 (85%) *

TNF-alfa: 14/20 
(70%) *

IFN-gama: 1/20 
(5%)

IL-12: 12/20
 (60%) *

IL-2: 6/20 (30%) *

TGF-beta 3: 0/20 
(0%)

IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta1

TGF-beta2

TGF-beta3

Gráfico 1: Citocinas positivas nas amostras controles (*p<0,05). 
 

 

5.2.2 – Citocinas expressas pelo Grupo de Pacientes com Lesão Intraepitelial 
Escamosa de Baixo Grau (LSIL) 
 

 Das 106 (100%) amostras coletadas de pacientes com lesões induzidas pelo HPV, 1 

28 (26,42%) apresentaram Lesões Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL). Dessas 2 

28 (26,42%) pacientes com diagnóstico de LSIL 3/28 (10,71%) apresentaram positivas 3 

para IL-2, 7/28 (25%) para IL-12, 9/28 (32,14%) para TNF-α, 6/28 (21,43%) IFN-γ, 19/28 4 

(67,86%) IL-10, 10/28 (35,71%) IL-4, 11/28 (39,29%) TGF-β1, 14/28 (50%) TGF-β2 e 5 

5/28 (17,86%) TGF-β3 (Tabela 9 e gráfico 2). 6 

 A análise estatística mostrou que houve diferença significante entre as citocinas: 7 

IL-2 quando comparada com: IL-10 (p<0,0001), IL-4 (p=0,0267), TGF-β1 (p=0,0136) e 8 

TGF-β2 (p=0,0014). Entre IL-12 comparada com: IL-10 (p=0,0013) e TGF-β2 (p=0,0500); 9 
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O TNF-α obteve diferença apenas quando comparado com a IL-10 (p=0,0075). 1 

Apresentaram também diferença estatística quando comparamos o IFN-γ com: a IL-10 2 

(p=0,0005) e TGF-β2 (p=0,0257). Ao compararmos a IL-10 obtivemos diferença 3 

estatística entre: a IL-4 (p=0,0161), TGF-β1 (p=0,0321) e TGF-β3 (p=0,0002). O TGF-β2 4 

teve diferença estatística quando comparada com o TGF-β3 (p=0,0111) (Tabela 9) 5 

(Anexos 5). 6 

 

Tabela 9: Citocinas Expressas pelas pacientes do Grupo LSIL 

 Citocinas Positivas 

Amostras 
N 

Total 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

TNF-αααα 

 (%) 

IFN-γγγγ 

 (%) 

IL-10 

(%)  

IL-4 

(%)  

TGF-ββββ1  

(%)  

TGF-ββββ2 

(%)  

TGF-ββββ3 

(%) 

LSIL 
28/106 

(26,42) 

3/28 

(10,71) 

7/28 

 (25) 

9/28 

(32,14) 

6/28 

(21,43) 

19/28 

(67,86) 

10/28 

(35,71) 

11/28 

(39,29) 

14/28 

(50%) 

5/28 

(17,86) 

 

Positividade das Citocinas nas amostras LSIL

TGF-beta3: 5/28 
(17,86%) *

TGF-beta2: 14/28 
(50%)*

TGF-beta1: 11/28 
(39,29%)*

IL-4: 10/28 
(35,71%)*

IL-10: 19/28 
(67,86%)*

TNF-alfa: 9/28 
(32,14%)

IFN-gama: 6/28 
(21,43%)

IL-12: 7/28 (25%)

IL-2: 3/28 (10,71%)

IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta1

TGF-beta2

TGF-beta3

Gráfico 2: Distribuição da positividade das citocinas avaliadas no estudo em relação ao 
grupo de pacientes com LSIL (p<0,05). 
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5.2.3 – Citocinas expressas pelo Grupo de Pacientes com Lesão Intraepitelial 
Escamosa de Alto Grau (HSIL) 
 
 Neste grupo somaram 53 mulheres com diagnóstico de lesões de alto grau, que 1 

representaram 50% (53/106) das amostras coletadas. Dessas 53 amostras com HSIL: 14/53 2 

(26,42%) apresentaram positividade para IL-2, 22/53 (41,51%) para IL-12, 27/53 (50,94%) 3 

TNF-α, 8/53 (15,09%) IFN-γ, 39/53 (73,58%) IL-10, 14/53 (26,42%) IL-4, 25/53 4 

(47,17%) TGF-β1, 30/53 (56,60%) TGF-β2 e 16/53 (30,19%) para o TGF-β3 (Tabela 10 e 5 

Gráfico 3). 6 

A análise estatística das citocinas positivas neste grupo mostrou que houve 7 

diferença significante entre as citocinas: IL-2 comparado com TNF-α (p=0,0095), IL-10 8 

(p<0,0001), TGF-β1 (p=0,0267) e TGF-β2 (p=0,0016). Ao compararmos a IL-12 com as 9 

outras citocinas, observamos que houve diferença estatística entre o TNF-α (p=0,0095), 10 

IFN-γ  (p=0,0025) e IL-10 (p=0,0008). Já o TNF-α, obteve diferença quando comparado: 11 

ao IFN-γ (p<0,0001), a IL-10 (p=0,0162), a IL-4 (p=0,0095) e com o TGF-β3 (p=0,0296). 12 

Ao compararmos o IFN-γ, obtivemos diferença estatística em relação: a IL-10 (p<0,0001), 13 

ao TGF-β1 (p=0,0004) e TGF-β2 (p<0,0001). Observamos diferença estatística ao 14 

compararmos a IL-10 com: a IL-4 (p<0,0001), o TGF-β1 (p=0,0054) e TGF-β3 15 

(p<0,0001). A IL-4 mostrou diferença estatística quando comparada como: o TGF-β1 16 

(p=0,0267) e TGF-β2 (p=0,0016). O TGF-β2  mostrou diferença estatística quando 17 

comparado com o TGF-β3 (p=0,0061) (Tabela 10) (Anexos 5). 18 

 
Tabela 10: Citocinas Expressas pelas pacientes do Grupo HSIL 

 Citocinas Positivas 

Amostras N Total 
IL-2 

(%) 

IL-12 

(%)  

TNF-αααα 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

HSIL 
53/106 

(50) 

14/53 

(26,42) 

22/53 

(41,51) 

27/53 

(50,94)  

8/53 

(15,1) 

39/53 

(73,58)  

14/53 

(26,42) 

25/53 

(47,17)  

30/53 

(56,60)  

16/53 

(30,19)  
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Positividade das Citocinas nas amostras HSIL

TGF-beta3: 16/53 
(30,19%)*

TGF-beta2: 30/53 
(56,60%)*

TGF-beta1: 25/53 
(47,17%)*

IL-4: 14/53 
(26,42%)*

IL-10: 39/53 
(73,58%)*

TNF-alfa: 27/53 
(50,94%)*

IFN-gama: 8/53 
(15,09%)

IL-12: 22/53 
(41,51%)*

IL-2: 14/53 
(26,42%)

IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta1

TGF-beta2

TGF-beta3

Gráfico 3: Positividade e porcentagem das citocinas em relação às amostras HSIL 
(p<0,05). 
 

 

 5.2.4 – Citocinas expressas pelo Grupo de Pacientes com Lesões Invasivas 

 

Fizeram parte desse grupo 25 (23,58%) mulheres, a análise da expressão das 1 

citocinas mostrou que 4/25 (16%) delas eram positivas para IL-2, 5/25 (20%) para IL-12, 2 

3/25 (12%) TNF-α, 7/25 (28%) IFN-γ, 23/25 (92%) IL-10, 6/25 (24%) IL-4, 12/25 (48%) 3 

TGF-β1, 17/25 (68%) TGF-β2 e 14/25 (56%) para TGF-β3 (Tabela 11 e Gráfico 4). 4 

Na análise estatística das citocinas expressas nesse grupo, observamos que algumas 5 

citocinas mostraram ter diferenças estatisticamente significativa durante as comparações 6 

pelo o teste do qui-quadrado. Como a IL-2 comparada: a IL-10 (p=0,0002), ao TGF-β1 7 

(p=0,0153), TGF-β2 (p=0,0002) e TGF-β3 (p=0,0032). Ao compararmos a IL-12 com as 8 

outras citocinas também expressas, observamos que esta apresentou diferença estatística 9 

em relação: a IL-10 (p<0,0001), TGF-β1 (p=0,0366), TGF-β2 (p=0,0006) e TGF-β3 10 
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(p=0,0087). O TNF-α apresentou diferença estatística ao comparar este com: a IL-10 1 

(p<0,0001), TGF-β1 (p=0,0055), TGF-β2 (p<0,0001) e TGF-β3 (p=0,0010). O IFN-γ 2 

também apresentou diferença estatística ao ser comparado com: a IL-10 (p<0,0001), com o 3 

TGF-β2 (p=0,0040) e TGF-β3 (p=0,0449). A IL-10 ao ser comparada com as outras 4 

citocinas expressas por este grupo apresentou diferença estatisticamente significantes em 5 

relação a: IL-4 (p<0,0001), TGF-β1 (p=0,0007), TGF-β2 (p=0,0339) e TGF-β3 6 

(p=0,0037). A IL-4 apresentou diferença estatística ao ser comparada ao TGF-β2 7 

(p=0,0018) e TGF-β3 (p=0,0209) (Tabela 11) (Anexos 5). 8 

 
Tabela 11: Citocinas Expressas pelas pacientes do Grupo Invasivo 

 Citocinas Positivas 

Amostras 
N 

Total 
IL-2 
(%) 

IL-12 
(%) 

TNF-αααα 
(%) 

IFN-γγγγ 
(%) 

IL-10 
(%)  

IL-4 
(%) 

TGF-ββββ1 
(%)  

TGF-ββββ2 
(%)  

TGF-ββββ3 
(%)  

INVASIVOS 
25/106 
(23,58) 

4/25 
(16) 

5/25 
(20) 

3/25 
(12) 

7/25 
(28) 

23/25 
(92) 

6/25 
(24) 

12/25 
(48) 

17/25 
(68) 

14/25 
(56) 

 

Positividade das citocinas nas amostras com Lesões 
Invasivas

IL-2: 4/25 (16%)
TGF-beta3: 14/25 

(56%)*

TGF-beta2: 17/25 
(68%)*

TGF-beta1: 12/25 
(48%)*

IL-4: 6/25 (24%)

IL-10: 23/25 (92%)*

TNF-alfa: 3/25 
(12%)

IFN-gama: 7/25 
(28%)

IL-12: 5/25 (20%)
IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta1

TGF-beta2

TGF-beta3

Gráfico 4: Positividade e porcentagem das citocinas nas amostras com Lesões Invasivas 
(*p<0,05). 
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5.2.5 - Citocinas expressas pelas Pacientes LSIL / HSIL / Invasivos comparada com as 
Citocinas expressas pelas Pacientes do grupo Controle 
 

 As 106 (100%) amostras LSIL/HSIL/Invasivos e as 20 (100%) amostras controles 1 

coletadas e submetidas à RT-PCR, apresentaram respectivamente, positividade para as 2 

citocinas: IL-2: 21/106 (19,81%) amostras e 6/20 (30%) amostras, sendo que estas não 3 

apresentaram diferença estatística (p=0,3084); IL-12: 34/106 (32,08%) amostras e 12/20 4 

(60%) amostras, apresentando neste caso diferença estatística significante (p=0,0174); 5 

IFN-γ: 21/106 (19,81%) amostras e 1/20 (5%) amostras, também não apresentando 6 

diferença estatística (p=0,1095). O TNF-α: 39/106 (36,79%) amostras e 14/20 (70%) 7 

amostras, com diferença estatisticamente significante (p=0,0058). A IL-10 foi positiva em: 8 

81/106 (76,42%) amostras e 17/20 (85%) amostras controles, não apresentaram diferença 9 

estatística (p=0,3970). A IL-4: 30/106 (28,30%) amostras e 2/20 (10%) amostras, positivas 10 

também não tiveram diferença estatística (p=0,0846) ao serem comparadas entre os grupos 11 

com lesão e grupo controle. Contudo, ao compararmos a expressão dos TGF-β1, TGF-β2 e 12 

TGF-β3, entre o grupo com lesões intraepitelial cervical e o grupo controle, observamos 13 

que os três tipos de TGF-β, apresentaram diferenças estatisticamente significantes. O TGF-14 

β1, com 48/106 (45,28%) amostras positivas do grupo com lesões, não obteve positividade 15 

(0/20) nas amostras do grupo controle, sendo p=0, 0001, pelo teste do qui-quadrado. O 16 

TGF-β2 mostrou-se positivo em 61/106 (57,55%) pacientes do grupo com lesões 17 

intraepitelial cervical, e em 2/20 (10%) amostras do grupo controle. A diferença estatística 18 

foi altamente significante, com p<0,0001. O mesmo valor de p também foi verificado pelo 19 

TGF-β3, sendo a positividade deste para o grupo com lesão de 35/106 (33,02%), e não foi 20 

observada positividade desta citocina no grupo controle (0/20) (p<0,0001) (Tabela 12 e 21 

gráficos 5 e 6 ). 22 
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 O gráfico 7 mostrou, respectivamente, a tendência linear das porcentagens de todas 1 

as citocinas positivas e estudadas nos diferentes graus de lesão, LSIL, HSIL e Invasivo, 2 

iniciando pelo grupo controle. Observamos então, que há um aumento de forma acentuada, 3 

progressiva e linear das citocinas: IL-10, TGF-β1,TGF-β2 e TGF-β3 à medida que 4 

aumenta o grau da lesão. 5 

 A IL-2, IL-12 e o TNF-α, apresentaram um mesmo perfil de expressão nos 6 

diferentes graus de lesão, mostrando uma alta expressão nas amostras do grupo controle, 7 

com um declínio progressivo e de tendência linear, sendo que as citocinas, IL-12 e TNF-α, 8 

apresentam um declínio mais acentuado do que a IL-2, à medida que aumenta o grau da 9 

lesão, de LSIL a invasivo (Gráfico 7). 10 

 Já a IL-4 e o IFN-γ apresentaram-se com expressão semelhantes no grupo controle 11 

e nos grupos LSIL e HSIL, mostrando-se com expressão oposta no grupo dos pacientes 12 

que apresentaram lesões invasivas. No entanto, ao observamos a tendência linear de ambas 13 

as citocinas no gráfico 7, podemos notar que estas tendem a aumentar, porém de forma 14 

pouco acentuada, na medida em que há o aumento do grau da lesão. 15 
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Tabela 12: Número, porcentagem e significância das amostras LSIL/HSIL/Invasivos e 
amostras controles positivas para as citocinas estudadas e β-actina. 
Amostras/ 

Citocinas 

LSIL/HSIL/ 

INVASIVOS (%) 
CONTROLE (%) TOTAL (%) p <  0,05 

ββββ - actina 106/106 (100) 20/20 (100) 126/126 (100) - 

IFN- γγγγ 21/106 (19,81) 1/20 (5) 22/126 (17,46) 0,1095 

IL-2 21/106 (19,81) 6/20 (30) 27/126 (21,43) 0,3284 

IL-12  34/106 (32,08) 12/20 (60) 46/126 (36,50) 0,0174 

IL-4  30/106 (28,30) 2/20 (10) 32/126 (25,40) 0,0846 

IL-10  81/106 (76,42) 17/20 (85) 98/126 (77,78) 0,3970 

TNF-αααα 39/106 (36,79) 14/20 (70) 53/126 (42,06) 0,0058 

TGF - ββββ1 48/106 (45,28) 0/20 (0) 48/126 (38,10) 0,0001 

TGF - ββββ2 61/106 (57,55) 2/20 (10) 63/126 (50) <0,0001 

TGF - ββββ3 35/106 (33,02) 0/20 (0) 35/126 (27,78) <0,0001 

 

 

Amostras LSIL/HSIL/Invasivos Positivas para Citocin as

TGF-beta 3: 35/106
 (33,02%)*

TGF-beta 2: 61/106
 (57,55%)*

TGF-beta 1: 48/106
 (45,28%)*

IL-4: 30/106 (28,30%)
IL-10: 81/106 (76,42%)

TNF-alfa: 
39/106 (36,79%)*

IFN-gama: 21/106 
(19,81%)

IL-12: 34/106 (32,08%)*

IL-2: 21/106 (19,81%) IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta 1

TGF-beta 2

TGF-beta 3

Gráfico 5: Distribuição da positividade das citocinas avaliadas no estudo em relação ao 
grupo de pacientes com LSIL/HSIL/Invasivos (*p<0,05). 
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Amostras Controles Positivas para Citocinas

IL-10: 17/20 (85%)

IL-4: 2/20 (10%)

TGF-beta 1: 0/20 (0%)

TGF-beta 2: 2/20 (10%)
TGF-beta 3: 0/20 (0%)

IL-2: 6/20 (30%)

IL-12: 12/20 (60%)*

IFN-gama: 1/20 (5%)TNF-alfa: 14/20 (70%)*

IL-2

IL-12

IFN-gama

TNF-alfa

IL-10

IL-4

TGF-beta 1

TGF-beta 2

TGF-beta 3

Gráfico 6: Distribuição da positividade das citocinas avaliadas no estudo em relação ao 
grupo controle (p<0,005) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 7: Tendência Linear da expressão da porcentagem das citocinas estudadas nos 
diferentes graus de lesão: LSIL, HSIL, Invasivo e no grupo Controle (*p<0,0001; 
**p=0,0001; ***p<0,0001; #p=0,174; ºp=0,0058) 
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5.3 - Perfil da Resposta Imune 

 

 Baseado no artigo de revisão Zhu & Paul (2008), consideramos perfil Th1 quando 1 

estavam expressas as citocinas: IL-2, IL-10, IL-12, IFN-γ, TNF-α, sendo considerado o 2 

IFN-γ a citocina característica deste perfil. Contudo, somente consideramos o perfil Th1 3 

quando alguma destas citocinas estavam presentes, porém na ausência da IL-4 que 4 

caracteriza o perfil Th2 e/ou dos TGF-β 1, 2 e/ou 3, que são citocinas que caracterizam o 5 

perfil Treg.  O perfil Th2 foi caracterizado pela presença das citocinas: IL-4, IL-10 e TGF-6 

β1, TGF-β2 e/ou TGF-β3, sendo a IL-4 a citocina característica deste perfil, portanto, 7 

sempre que esta estava presente, independente das outras citocinas expressas consideramos 8 

ser perfil Th2. O perfil Treg foi também caracterizado segundo Zhu & Paul (2008) pela 9 

presença das citocinas: TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3 na presença ou não da IL-10 assim 10 

como de outras citocinas, pois, a presença de qualquer um dos tipos de TGF-β já 11 

caracteriza este perfil. 12 

 

5.3.1 – Perfil da Resposta Imune Local das pacientes do Grupo Controle 

 

Na análise do perfil da resposta imune local das pacientes do grupo controle, 13 

verificamos que 15/20 (75%) dessas mulheres tinham perfil Th1 e neste a citocina mais 14 

freqüente foi a IL-10 (13/15), o TNF-α (11/15) e a IL-12 (10/15). Duas pacientes (2/20) 15 

apresentaram perfil Th2 (10%) e outras 2/20 (10%) Treg (Gráfico 10). No perfil Th2 as 16 

citocinas mais prevalente foram a IL-4 (2/2) e a IL-10 (2/2), já no perfil Treg a citocina 17 

mais freqüente foi o TNF-α (2/2) e o TGF-β2 (2/2) (Tabela 13 e Gráfico 8). 18 
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 Houve diferença estatística entre os perfis: Th1 e Th2, Th1 e Treg e Th1 e 1 

Indeterminado, onde em todos o p foi <0,0001, o que nos leva a afirmar que o perfil de 2 

resposta imune das amostras controles é do tipo Th1. 3 

 

Tabela 13: Positividade das citocinas e Perfil da Resposta nas amostras controles 

CONTROLE 
IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN- γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

Th1 
4 /15 

(26,67) 

10/15 

(66,67) 

1/15 

(6,67) 

11/15 

(73,33) 

13/15 

(86,67) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

15/20 

(75) 

Th2 
1/2 

(50) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

1/2 

(50) 

2/2 

(100) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/20 

(10) 

Treg 
1/2 

(50) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

2/20 

(10) 

Indeterminado 
0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

1/1 

(100) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

1/20 

(5) 

TOTAL 
6/20 

(30) 

12/20 

(60) 

1/20 

(5) 

14/20 

(70) 

17/20 

(85) 

2/20 

(10) 

0/20 

(0) 

2/20 

(10) 

0/20 

(0) 

20/20 

(100) 

 

Perfil da Resposta Imune no Grupo Controle

Th2: 2/20
 (10%)

Treg: 2/20
 (10%)

Indeterminado: 
1/20 (5%)

Th1: 15/20 
(75%)*

Th1

Th2

Treg

Indeterminado

Gráfico 8: Perfil da Resposta Imune no Grupo Controle (*p<0,0001). 
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5.3.2- Perfil da Resposta Imune das Pacientes que apresentaram Lesão Intraepitelial 
Escamosa de Baixo Grau (LISL) 
 

Ao analisarmos a expressão das citocinas nesse grupo e conseqüentemente o perfil 1 

da resposta imune local (Th1, Th2, Treg ou Indeterminado), observamos que das 28 2 

pacientes: 6/28 (21,43%) mostram ter um perfil de resposta imune característico de Th1, 3 

10/28 (35,71%) com perfil de resposta do tipo Th2 e Treg, e 2/28 (7,14%) pacientes foram 4 

classificadas com perfil de resposta imune local indeterminado por não possuir uma 5 

citocina característica de cada um dos perfis abordados nesse estudo, apresentando apenas 6 

IL-10 (Tabela 14 e gráfico 9).  7 

No perfil Th1 a citocina mais freqüente foi o TNF-α (4/6) seguido pela IL-12 (2/6), 8 

no perfil Th2 a citocina mais freqüente foi primeiramente a IL-4 (10/10) e IL-10 (10/10), 9 

seguida pelo TGF-β1e TGF-β2; já no perfil Treg a citocina mais freqüente foi o TGF-β2 10 

(8/10) e a IL-10 (5/10) (Tabela 14). 11 

Nesse grupo de lesão houve diferença estatisticamente significante apenas entre o 12 

perfil Th2 e Th3 com o perfil Indeterminado, onde p=0,0092. 13 

 Contudo, nesse grau de lesão não podemos sugerir um perfil de resposta imune 14 

local, uma vez que não houve diferença estatística em os três perfis analisados (Th1, Th2 e 15 

Treg) (p>0,05). 16 
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Tabela 14: Positividade das Citocinas e Perfil da Resposta Imune nas pacientes do grupo 
LSIL 
LSIL/ 

CITOCINAS 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

Th1 
1/6 

(16,67) 

2/6 

(33,33) 

1/6 

(16,67) 

4/6 

(66,67) 

2/6 

(33,33) 

0/6 

(0) 

0/6 

(0) 

0/6 

(0) 

0/6 

(0) 

6/28 

(21,43) 

Th2 
2/10 

(20) 

4/10 

(40) 

3/10 

(30) 

0/10 

(0) 

10/10 

(100) 

10/10 

(100) 

7/10 

(70) 

7/10 

(70) 

3/10 

(30) 

10/28 

(35.71) 

Treg 
0/10 

(0) 

1/10 

(10) 

2/10 

(20) 

5/10 

(50) 

5/10 

(50) 

0/10 

(0) 

4/10 

(40) 

8/10 

(80) 

2/10 

(20) 

10/28 

(35,71) 

Indeterminado 
0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/28 

(7,14) 

TOTAL 
3/28 

(10,71) 

7/28 

(25) 

6/28 

(21,43) 

9/28 

(32,14) 

19/28 

(67,86) 

10/28 

(35,71) 

11/28 

(39,29) 

15/28 

(53,57) 

5/28 

(17,86) 

28/28 

(100) 

 
 
 

Perfis de Resposta Imune nas Amostras LSIL

Treg: 10/28 
(35,71%)*

Th2: 10/28 
(35,71%)*

Th1: 6/28 
(21,43%)

Indeterminado:2
/28 (7,14%) Th1

Th2

Treg

Indeterminado

Gráfico 9: Perfil da Resposta Imune no grupo das pacientes LSIL (*p<0,005) 
 

 
5.3.3 - Perfil da Resposta Imune das Pacientes que apresentaram Lesão Intraepitelial 
Escamosa de Alto Grau (HSIL) 
  

 Ao analisarmos o perfil de resposta imune local de cada uma das 53 pacientes desse 1 

grupo observamos que: 5/53(9,43%) apresentavam perfil Th1, 14/53 (26,42%) Th2, 31/53 2 
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(58,49%) perfil Treg e 3/53 (5,66%) perfil indeterminado (Tabela 15 e Gráfico 10). No 1 

perfil Th1 a citocina mais freqüente foi o TNF-α (80%) e IL-12 (60%), no perfil Th2 foi 2 

IL-4 (100%), IL-10 (85,71%) e o TGF-β2 (64,29%), no perfil Treg , IL-10 (67,74%), TGF-3 

β2 (67,74%) e β1 (54,84%) (Tabela 15). 4 

Só não houve diferença estatística entre os perfis Th1 e indeterminado (p=0,4621), 5 

sendo importante ressaltar a grande diferença estatística entre Th1 e Treg onde p<0,0001 e 6 

também entre Th2 e Treg (p=0,0008) o que suporta a idéia de que com o aumento do grau 7 

da lesão a tendência é de desenvolver um perfil de resposta imune local do tipo T 8 

regulatório (Treg). 9 

 

Tabela 15: Positividade das Citocinas e Perfil da Resposta Imune nas pacientes do grupo 
HSIL 
HSIL/ 

CITOCINAS 
IL-2 
(%) 

IL-12 
(%) 

IFN-γγγγ 
(%) 

TNF-αααα 
(%) 

IL-10 
(%) 

IL-4 
(%) 

TGF-ββββ1 
(%) 

TGF-ββββ2 
(%) 

TGF-ββββ3 
(%) 

TOTAL 
(%) 

Th1 1/5 
(20) 

3/5 
(60) 

1/5 
(20) 

4/5 
(80) 

3/5 
(60) 

0/5 
(0) 

0/5 
(0) 

0/5 
(0) 

0/5 
(0) 

5/53 
 (9,43) 

Th2 2/14 
(14,29) 

4/14 
(28,57) 

2/14 
(14,29) 

1/14 
(7,14) 

12/14 
(85,71) 

14/14 
(100) 

8/14 
(57,14) 

9/14 
(64,29) 

3/14 
(21,43) 

14/53 
 (26,42) 

Treg 11/31 
(35,48) 

15/31 
(48,39) 

5/31 
(16,13) 

22/31 
(70,97) 

21/31 
(67,74) 

0/31 
(0) 

17/31 
(54,84) 

21/31 
(67,74) 

13/31 
(41,94) 

31/53 
(58,49) 

Indeterminado 0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

3/3 
(100) 

0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

0/3 
(0) 

3/53  
(5,66) 

TOTAL 14/53 
(26,42) 

22/53 
(41,51) 

8/53 
(15,09) 

27/53 
(50,94) 

39/53 
(73,58) 

14/53 
(26,42) 

25/53 
(47,17) 

30/53 
(56,60) 

16/53 
(30,19) 

53/53 
(100) 
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Perfis de Resposta Imune nas Amostras HSIL

Treg: 31/53 
(58,49%)*

Th2: 14/53 
(26,42%)

Th1: 5/53 
(9,43%)

Indeterminado
3/53 (5,66%)

Th1

Th2

Treg

Indeterminado

Gráfico 10: Perfil da Resposta Imune dentre as amostras HSIL (p<0,005) 
 

 

5.3.4 - Perfil da Resposta Imune das Pacientes que apresentaram Lesões Invasivas 

  

 Na análise dos perfis de resposta imune local das 25 mulheres desse grupo, 1 

nenhuma (0/25) apresentou perfil do tipo Th1, 6/25 (24%) apresentaram perfil Th2, 17/25 2 

(68%) Treg e 2/25 (8%) perfil indeterminado (Tabela 16 e Gráfico 11). No perfil Th2 as 3 

citocinas mais prevalente foram a IL-4 e a IL-10, que teve 100% (6/6) de expressão nas 4 

pacientes desses perfis seguidas pelo TGF-β3 com 83,33% (5/6). No perfil Treg as 5 

citocinas mais freqüentes foram a IL-10 (15/17), TGF-β2 (13/17), TGF-β1 (10/17) e TGF-6 

β3 (9/17) (Tabela 16). 7 

Igualmente ao grupo HSIL, este também apresentou uma grande diferença 8 

estatística entre os perfis Th1 e Th2 (p=0,0090), Th1 e Treg (p<0,0001), Th2 e Treg 9 

(p=0,0018) e Treg e Indeterminado (p<0,0001). Reforçando mais uma vez a hipótese do 10 
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perfil Treg estar presente com maior evidência e prevalência entre as lesões com grau mais 1 

elevado. 2 

 

Tabela 16: Positividade das Citocinas e Perfil da Resposta Imune nas pacientes do grupo 
com Lesões Invasivas 

INVASIVO 
IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

Th1 
0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/0 

(0) 

0/25 

(0) 

Th2 
2/6 

(33,33) 

2/6 

(33,33) 

4/6 

(66,67) 

0/6 

(0) 

6/6 

(100) 

6/6 

(100) 

2/6 

(33,33) 

4/6 

(66,67) 

5/6 

(83,33) 

6/25 

(24) 

Treg 
2/17 

(11,76) 

3/17 

(17,65) 

3/17 

(17,65) 

3/17 

(17,65) 

15/17 

(88,24) 

0/17 

(0) 

10/17 

(58,82) 

13/17 

(76,47) 

9/17 

(52,94) 

17/25 

(68) 

Indeterminado 
0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/25 

(8) 

TOTAL 
4/25 

(4) 

5/25 

(20) 

7/25 

(28) 

3/25 

(12) 

23/25 

(92) 

6/25 

(24) 

12/25 

(48) 

17/25 

(68) 

14/25 

(56) 

25/25 

(100) 

 
 

Perfil da Resposta Imune no grupo de Invasivos

Treg: 17/25 (68%)*

Indeterminado: 2/25 
(8%)

Th1: 0/25 (0%)

Th2: 6/25
 (24%)

Th1

Th2

Treg

Indeterminado

Gráfico 11: Perfil da Resposta Imune nas amostras com carcinoma invasivo (*p<0,005) 
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5.3.5 – Comparação entre o Perfil da Resposta Imune Local das pacientes dos grupos 
LSIL, HSIL e Lesões Invasivas em relação às do grupo Controle 
 
 

Então, ao analisarmos o perfil de resposta imune local das pacientes com algum 1 

grau de lesão em relação às pacientes controles, pode-se observar que somente 11 2 

(10,38%) das 106 pacientes com lesões apresentaram perfil do tipo Th1, já as pacientes 3 

controles 15/20 (75%) delas apresentaram este perfil, sendo o TNF-α a citocina mais 4 

expressa em ambos os grupos (LSIL/HSIL/Invasivos e Controle) (Tabelas 17 e 18; Gráfico 5 

12). A análise estatística mostrou uma grande diferença entre os dois grupos onde 6 

p<0,0001. 7 

O perfil Th2 foi determinado em 30/106 (28,30%) pacientes com lesões e em 8 

apenas 2/20 (10%) das pacientes controles, sendo a citocina mais prevalente nesse perfil e 9 

em ambos os grupos foi a primeiro a IL-10, depois TGF-β2 em seguida TGF-β1 e β3 10 

apenas para as pacientes com lesão e por último a IL-4 (Tabelas 17 e 19; Gráfico 12). Não 11 

houve diferença estatisticamente significativa entre os dois grupos (p=0,0846) (Tabela 17). 12 

Quando comparamos este perfil Th2 entre os grupos LSIL e HSIL também não 13 

observamos diferença estatística (p=0,3834), mas entre HSIL e invasivo, observamos uma 14 

grande diferença estatística, com p=0,0087 (Tabela 17). 15 

Com uma diferença altamente significante (p=0,0002) o perfil Treg foi 16 

caracterizado em 58/106 (54,72%) pacientes com algum grau de lesão e em apenas 2/20 17 

(10%) pacientes controles (Tabela 17 e 20 e gráfico 12). Nesse perfil a citocina mais 18 

prevalente também foi a IL-10, seguida do TGF-β2, β1 e β3, diferenciando do perfil Th2 19 

apenas pela ausência neste caso da IL-4 (Tabela 20). 20 

Apenas 7/106 (6,60%) pacientes com lesões e 1/20 (5%) paciente controle foram 21 

caracterizadas como um perfil indeterminado (Tabelas 17 e 21; Gráfico 12). Não houve 22 

diferença estatisticamente significativa (p=0,7873) entre o grupo controle e o grupo das 23 
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pacientes com lesão. As pacientes que apresentaram perfil indeterminado foram aquelas 1 

que apresentaram apenas a expressão da citocina IL-10, que portanto não é uma citocina 2 

característica de nem um dos três perfis analisados, podendo esta, apresentar-se associada 3 

ao IFN-γ e caracterizar o perfil Th1, associada a IL-4 caracterizando o perfil Th2 ou 4 

associada aos TGF-βs caracterizando , neste caso, um perfil de resposta imune 5 

Tregulatório (Treg) ou também chamado de Tsupressor. 6 

Ao compararmos estatisticamente as pacientes LSIL/HSIL/Invasivos que 7 

apresentaram o perfil Th1 com aquelas que apresentaram Th2, pudemos observar uma 8 

diferença estatisticamente significativas entre os grupos (p=0,0010) . Ao compararmos 9 

agora, Th1 com Treg, observamos que esta diferença estatística aumentou 10 

significativamente (p<0,0001). Em relação Th1 e perfil indeterminado não foi observada 11 

diferença estatística entre os grupos (p=0,3243). Contudo, os perfis Th2 e Treg, 12 

apresentados pelas pacientes com algum grau de lesão, possuem uma diferença 13 

estatisticamente significativa quando comparados com o perfil Th1 (p=0,0010 e p<0,0001, 14 

respectivamente), sendo que o perfil indeterminado não apresentou diferença estatística em 15 

relação ao Th1 (p=0,3243). Podemos, então sugerir que as pacientes com algum grau de 16 

lesão, possuem uma tendência maior a desenvolver um perfil de resposta imune local do 17 

tipo Treg (Tabela 17; Gráficos 13). 18 

O gráfico 13 compara a porcentagem e a tendência linear dos perfis de resposta 19 

imune (Th1, Th2, Treg e indeterminado) entre o grupo LSIL/HSIL/Invasivo e o grupo 20 

controle. Podemos observar por este gráfico que as pacientes controles apresentaram uma 21 

maior porcentagem e tendência para o perfil Th1 (15/20; 75%) sendo que a tendência 22 

linear se apresenta com um declínio bastante acentuado para os outros perfis de resposta 23 

imune analisados. Ao contrário das pacientes que possuem algum grau de lesão, estas 24 

mostraram uma maior porcentagem e tendência ao perfil Treg (58/106; 54,72%), porém a 25 
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tendência linear aumenta de forma constante e progressiva, mas não acentuada, do perfil 1 

Th1 para o Treg (Gráfico 13).  2 

 

Tabela 17: Perfil de Respostas Imune Local das Pacientes LSIL/HSIL/Invasivos em 
relação às pacientes Controles. 
Pacientes / Perfil da 

Resposta Imune 

Local 

Th1 

(%) 

Th2 

(%) 

Treg 

(%) 

Indeterminado 

(%) 

TOTAL 

(%) 

LSIL/HSIL/Invasivos 
11/106 

(10,38) 

30/106 

(28,30) 

58/106 

(54,72) 

7/106 

(6,60) 

106/106 

(100) 

Controles 15/20 (75) 
2/20 

(10) 

2/20 

(10) 

1/20 

(5) 

20/20 

(100) 

p < 0,05 < 0,0001 0,0846 0,0002 0,7873 - 

TOTAL 
26/126 

(20,63) 

32/126 

(25,40) 

60/126 

(47,62) 

8/126 

(6,35) 

126/126 

(100) 

 

Tabela 18: Comparação da expressão das citocinas das pacientes controles e aquelas com 
lesão caracterizadas no perfil de resposta imune do tipo Th1.  

Citocinas / Perfil de 

Resposta Imune 

Th1 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

*  Th1 Grupo 

Controle 

4 /15 

(26,67) 

10/15 

(66,67) 

1/15 

(6,67) 

11/15 

(73,33) 

13/15 

(86,67) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

0/15 

(0) 

15/20*  

(75) 

*  Th1 Grupo 

LSIL/HSIL/invasivo 

2/11 

(18,18) 

5/11 

(45,45) 

2/11 

(18,18) 

8/11 

(72,72) 

5/11 

(45,45) 

0/11 

(0) 

0/11 

(0) 

0/11 

(0) 

0/11 

(0) 

11/106 

(10,38) 

Total 
6/126 

(4,76) 

15/126 

(11,90) 

3/126 

(2,38) 

19/126 

(15,08) 

18/126 

(14,29) 

0/126 

(0) 

0/126 

(0) 

0/126 

(0) 

0/126 

(0) 

26/126 

(20,63) 

*p<0,0001 
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Tabela 19: Comparação da expressão das citocinas das pacientes controles e aquelas com 
lesão caracterizadas no perfil de resposta imune do tipo Th2.  

Citocinas / Perfil de 

Resposta Imune 

Th2 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

*  Th2 Grupo 

Controle 

1/2 

(50) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

1/2 

(50) 

2/2 

(100) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/20 

(10) 

*  Th2 Grupo 

LSIL/HSIL/invasivo 

6/30 

(20) 

10/30 

(33,33) 

9/30 

(30) 

1/30 

(3,33) 

28/30 

(93,33) 

30/30 

(100) 

17/30 

(56,67) 

20/30 

(66,67) 

11/30 

(36,67) 

30/106 

(28,30) 

Total 
7/126 

(5,56) 

11/126 

(8,73) 

9/126 

(7,14) 

2/126 

(1,59) 

30/126 

(23,81) 

32/126 

(25,40) 

17/126 

(13,49) 

20/126 

(15,87) 

11/126 

(8,73) 

32/126 

(25,40) 

*p=0,0846 

 

Tabela 20: Comparação da expressão das citocinas das pacientes controles e aquelas com 
lesão caracterizadas no perfil de resposta imune do tipo Treg.  

Citocinas / Perfil de 

Resposta Imune 

Treg 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

*  Treg Grupo 

Controle 

1/2 

(50) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

1/2 

(50) 

0/2 

(0) 

0/2 

(0) 

2/2 

(100) 

0/2 

(0) 

2/20 

(10) 

*  Treg Grupo 

LSIL/HSIL/invasivo 

13/58 

(22,41) 

19/58 

(32,75) 

10/58 

(17,24) 

30/58 

(51,72) 

41/58 

(70,70) 

0/58 

(0) 

31/58 

(53,45) 

42/58 

(72,24) 

24/58 

(41,38) 

58/106* 

(54,72) 

Total 
14/126 

(1,11) 

20/126 

(15,87) 

10/126 

(7,94) 

32/126 

(25,39) 

42/126 

(33,33) 

0/126 

(0) 

31/126 

(24,60) 

44/126 

(34,92) 

24/126 

(19,05) 

60/126 

(47,62) 

*p=0,0002 

 

Tabela 21: Comparação da expressão das citocinas das pacientes controles e aquelas com 
lesão caracterizadas no perfil de resposta imune do tipo indeterminado.  

Citocinas / 

Perfil de 

Resposta Imune 

Indeterminado 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

(%) 

TOTAL 

(%) 

*  Grupo 

Controle 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

1/1 

(100) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

1/20 

(5) 

*  Grupo 

LSIL/HSIL/ 

Invasivo 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

7/7 

(100) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

7/106 

(6,60) 

Total 
0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

8/126 

(6,35) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

0/1 

(0) 

8/126 

(6,35) 

*p=0,7873 
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Perfil da Resposta Imune para LSIL/HSIL/Invasivos

Th2: 30/106 
(28,30%)

Indeterminado: 
7/106 (6,60%)

Treg: 58/106 
(54,72%) *

Th1: 11/106 
(10,38%)

Th1

Th2

Treg

Indeterminado

 
Gráfico 12: Caracterização do Perfil da Resposta Imune das Amostras 
LSIL/HSIL/Invasivos (*p<0,005). 
 
 
 
 

 
Gráfico 13: Tendência linear do Perfila da Resposta Imune nos diferentes graus de lesão: 
LSIL, HISL, Invasivos e no grupo Controle (*p<0,0001; **p=0,0002). 
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6 – Discussão 

 

A resposta imunológica sistêmica e local de pacientes com neoplasia intraepitelial 1 

cervical e câncer têm sido alvos de estudos há algum tempo, porém ainda é motivo de 2 

controvérsias. Trabalhos específicos em resposta imune local do câncer de colo uterino são 3 

escassos, desta forma, o presente trabalho investigou a expressão local de algumas 4 

citocinas e conseqüentemente a eventual existência de associação entre a progressão da 5 

lesão cervical, com os perfis de resposta imune local (Th1, Th2 ou Tregulatório). 6 

A incidência do câncer do colo do útero torna-se evidente na faixa etária de 20 a 29 7 

anos e o risco aumenta rapidamente, até atingir seu pico, geralmente na faixa etária de 45 a 8 

49 anos (INCA, 2009). Em acordo, neste estudo, a idade média total do grupo das 9 

pacientes com lesão intraepitelial cervical foi de 35,2 anos, sendo a média dos grupos das 10 

pacientes com diagnóstico de LSIL foi de 32,43 anos, grupo HSIL 33,57 anos e pacientes 11 

com lesão invasiva 41,92 anos, sendo que, em todos os três grupos estudados a faixa etária 12 

mais prevalente foi entre 27 a 37 anos. De acordo com nossos dados temos os trabalhos de 13 

Herbst et al. (1992) e Palo et al. (2002), que também observaram um aumento da 14 

freqüência de lesões com maior grau de comprometimento celular. Há evidências de que o 15 

câncer do colo uterino é mais agressivo em mulheres jovens, com idade inferior a 40 anos 16 

(CHAVES et al., 1984), trabalhos estes que também corroboram com nossos dados. Assim 17 

como o de CAVALCANTI et al. (2000), que realizaram um estudo epidemiológico no 18 

Brasil, e encontraram média de 36,7 anos para as mulheres com diagnóstico de lesão 19 

intraepitelial de alto grau (HSIL) e de 47,3 anos para as pacientes com carcinoma invasivo. 20 

MOUGEN e colaboradores (2001), observaram que os diagnósticos de HSIL ocorrem 21 

preferencialmente em mulheres com idade entre 35 e 40 anos. Essas médias de idades 22 

descritas na literatura são semelhantes às encontradas em nosso estudo. 23 
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Apesar da resposta imune ao câncer cervical, às NICs e infecção pelo HPV não 1 

estar completamente elucidada, estudos provenientes com outras infecções por patógenos 2 

intracelulares demonstram a importância das células T e das citocinas, na indução e 3 

manutenção de uma resposta imune efetiva contra tais patógenos. No entanto, as citocinas 4 

têm um papel relevante na resposta imunológica adaptativa, determinando de forma 5 

específica, efetiva e especializada a diferenciação dos linfócitos T CD4+. Assim, as 6 

citocinas podem ser caracterizadas de acordo como os efeitos que causam: estimulantes 7 

(pró-inflamatório) ou inibidores/supressores (antiinflamatório) (HAUSER, 1995). 8 

Segundo Huang e colaboradores (1995), a mudança na expressão de citocinas pró-9 

inflamatórias para antinflamatórias pode facilitar a progressão tumoral por subversão dos 10 

mecanismos de imunovigilância celular.  11 

Estudos apontam aumento da concentração de TNF-α em pacientes com NIC 12 

(PARDO-GOVEA et al., 2005; AZAR et al., 2004). Entretanto, em outros trabalhos (BAIS 13 

et al., 2007; LEE et al., 2004; EL-SHERIF et al., 2001) observou-se decréscimo sistêmico 14 

de interleucinas Th1 (IFN-γ, TNF-α e IL-2) relacionados ao aumento do grau da NIC. 15 

SCOTT et al. (1999) sugere que a persistência da infecção viral do HPV se daria por falha 16 

em expressar citocinas Th1. 17 

Observamos, em nosso estudo, que a proporção de citocinas proinflamatórias como 18 

a IL-2, IL-12 TNF-α e IFN-γ, apresentaram-se em menor freqüência nas pacientes dos 19 

grupos LSIL, HSIL e invasivo quando comparado ao grupo controle. Isso faz reforçar a 20 

idéia de que ocorre decréscimo de citocinas Th1 nas lesões de alto grau, tendo em vista que 21 

essas citocinas estão envolvidos na erradicação de patógenos intracelulares e são potentes 22 

ativadores da imunidade mediada por células. 23 

A presença de um infiltrado imune inflamatório intratumoral parece ser um sinal 24 

positivo de imunovigilância, e portanto favorável ao hospedeiro (HANAHAN et al., 2003). 25 
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Entretanto, dependendo dos tipos celulares envolvidos nas resposta anti-tumorais, sejam 1 

elas pertencentes à imunidade inata ou adaptativa, podem ou não favorecerem a progressão 2 

tumoral (HANAHAN et al., 2003; OLIVEIRA-NETO et al., 2007). 3 

O TNF-α é um dos principais mediadores da inflamação na pele e mucosas e 4 

portanto, seria a primeira barreira encontrada pelos vírus epiteliotrópicos como o HPV 5 

(WILSON et al.,1997; KROEGER et al., 1997). 6 

Diversas evidências sugerem que o TNF-α está direta ou indiretamente envolvido 7 

em mecanismos efetores mediados pelas células imunes para o combate de infecções pelo 8 

HPV, pois segundo Hagari et al. (1995), altos níveis de expressão dessa citocinas está 9 

correlacionado aos mecanismos de eliminação viral, como a apoptose e a regressão 10 

espontânea de lesões cutâneas associadas aos HPVs. 11 

Entretanto, resultados controversos também foram descritos em relação ao TNF-α. 12 

Kirckpatrick et al. (2004) encontraram uma menor expressão dessa citocina no grupo de 13 

pacientes com NIC do que em controles. DUARTE et al. (2005) em um estudo com 195 14 

pacientes com câncer cervical e 244 controles saudáveis relataram que uma expressão 15 

aumentada do TNF-α elevava em duas vezes o risco de desenvolver a neoplasia invasiva.  16 

A expressão de TNF-α também se mostrou elevada nos tecidos de 17 

anatomopatológicos de pacientes com NICs, mas quando estas pacientes foram analisadas 18 

em relação às pacientes do grupo controle, Pardo-Govea et al. (2005) não se encontraram 19 

diferenças estatísticas, então esta citocina não modifica a sua expressão de acordo com a 20 

gravidade da doença. Semelhantemente, observamos no presente estudo, que houve uma 21 

maior porcentagem de pacientes com HSIL expressando o TNF-α, comparado aos grupos 22 

LSIL e invasivo, ou seja, há um aumento gradual da expressão dessa citocina, à medida 23 

que observamos uma evolução da lesão de LSIL para HSIL, mas esta expressão diminui de 24 

forma acentuada e estatisticamente significante (p=0,0010) de HSIL para lesão invasiva 25 
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(gráfico 8). Mas, quando comparamos conjuntamente os grupos com lesões pré-1 

neoplásicas e neoplásicas com o grupo controle observamos uma redução significativa na 2 

expressão dessa citocina, o que nos permite inferir que o TNF-α pode não estar 3 

influenciando na progressão da lesão, pois, caso contrário, deveria apresentar crescimentos 4 

constantes e significativos à medida que aumenta o grau grau da lesão.  5 

Também se observam resultados contraditórios em relação à secreção e expressão 6 

de IFN-γ. A expressão local de citocinas Th1 como IFN-γ e IL-2 encontravam-se elevadas 7 

em pacientes com lesão cervical, quando comparadas aos controles, e Pardo-Govea et al. 8 

(2005), observaram que exitem uma relação direta a progressão da lesão e o aumento do 9 

IFN-γ. A super-expressão dessa citocina pode ser devido a uma resposta das células 10 

cervicais à gravidade da lesão, o que sugere que o perfil Th1 seria o tipo de resposta das 11 

células cervicais anormais, em reação à presença do HPV, estes dados corroboram com os 12 

reportados por Scott, Stites & Moscicki (1999), mas não com os resultados encontrados 13 

nesse estudo. 14 

Porém, Pao et al. (1995) evidência uma redução na expressão do IFN-γ pode 15 

influenciar nos mecanismos inflamatórios e imunológicos no câncer cervical. 16 

Estudos in vivo sugerem que TNF-α e IFN-γ são dependentes um do outro, e que os 17 

efeitos contrários ou sinérgico entre as duas citocinas, dependem do estágio de 18 

diferenciação e maturação celular, por exemplo, TNF-α pode tanto aumentar quanto inibir 19 

a expressão de moléculas HLA de classe II induzida por IFN-γ (WATANABE e JACOB; 20 

1991). 21 

Os dados supracitados de Watanabe & Jacob (1991); Scott, Stites & Moscicki 22 

(1999) e Pardo-Govea et al. (2005), em relação ao IFN-γ, vem reforçar nossos achados, 23 

onde observamos um aumento linear e gradativo, porém, não significativo dessa citocina, 24 

mas de forma proporcional ao grau da lesão (Gráfico 9). 25 
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Vários estudos sugerem que níveis baixos de citocinas Th1 e intensificados de Th2 1 

estão associados com o desenvolvimento do carcinoma cervical, Contrariamente ao 2 

demonstrado no trabalho de Tsukui e colaboradores (1996), onde observaram que a 3 

produção de IL-2 em lesões pré-invasivas, diminui com aumento da gravidade da doença. 4 

A IL-2 e a IL-12, classicamente consideradas do perfil Th1, pois são potentes 5 

estimulador da produção de INF-γ e também da diferenciação e ampliação desse perfil de 6 

resposta imune. Guzmán-Rojas e colaboradores (1998), também não detectaram a 7 

expressão de citocinas que aumentam a atividade antitumoral, como IL-2 e IL-12, em 8 

biópsias de pacientes com câncer cervical, em estadio avançado, mas identificaram 9 

citocinas imunossupressoras, tais como, IL10, IL-4 e TGF-β.  10 

Nossos dados estão de acordo com a literatura, pois encontramos baixa freqüência 11 

na expressão da IL-2 e IL-12 nas pacientes com lesões cervicais de vários graus, sendo que 12 

para a IL-12 esta diferença foi significativa comparada ao grupo controle. Já era esperado 13 

tais resultados, pois se encontra bem elucidado o papel biológico da IL-12, sendo uma 14 

citocina multifuncional ela promove uma ponte de ligação entre a resposta imune inata e 15 

adaptativa, agindo como molécula chave reguladora da resposta imune mediada por 16 

células, através da indução da diferenciação de células TCD4+ em células Th1, além de 17 

promover reativação e sobrevivência das células TCD4+ de memória. IL-12 induz a 18 

produção de IFN-γ pelos macrófagos, proliferação e atividade citolítica de NK e células 19 

TCD8+, além de ter atividade antiangiogênica mediado pelo IFN-γ, prevenindo portanto, 20 

infecções virais, progressão tumoral e inibição da atividade metastática (DEL VELCHIO et 21 

al., 2007). Outra função relevante da IL-12, principalmente devido à disfunção tumoral, é 22 

sua capacidade de repolarização do perfil Th2 para o Th1, por possuir atividade 23 

imunomoduladora e antiangiogênica, pode ser utilizada para tratamentos imunoterápicos 24 

contra vários tipos de cânceres (WESA et al., 2007). 25 
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Evidências sugerem uma regulação cruzada, sinérgica ou antagônica, entre 1 

diferentes perfis de citocinas nas respostas imunes. Se por um lado, citocinas pro 2 

inflamatórias, como o IFN-γ, induzem a resposta imune pró-inflamatória que se mostra 3 

efetiva contra infecções virais e neoplasias, por outro lado, citocinas imunoinibitórias, 4 

como IL-10, induzem a resposta imune humoral, eficaz contra antígenos extracelulares, 5 

entretanto, permissiva ao desenvolvimento de tumores. 6 

Kirpatrick et al. (2004) mostraram que mulheres com resposta pró-inflamatória 7 

reduzida são mais susceptíveis à persistência viral e, conseqüentemente ao 8 

desenvolvimento de neoplasia cervical. Petry e colaboradores (1994) acreditam que o papel 9 

da imunidade local para controlar a infecção pelo HPV e o subseqüente desenvolvimento 10 

das lesões cervicais é mostrado, indiretamente, pela freqüência aumentada de lesões 11 

associadas às infecções pelo HPV em pacientes que apresentam uma redução do perfil 12 

Th1. O mesmo podemos dizer em nosso estudo, onde verificamos uma freqüência de 75% 13 

do perfil Th1 nas pacientes controles e de apenas 10,38% das pacientes com algum grau de 14 

lesão cervical.  15 

Em relação às citocinas imunossupressoras, foi possível observarmos, no presente 16 

trabalho que, à medida que aumenta o grau da lesão, há um aumento significante na 17 

expressão dessas citocinas imunoinibitórias, como IL-10, IL-4 e TGF-β 1, 2 e 3, sendo que 18 

a presença da IL-4 caracterizou perfil Th2 e a expressão de algum tipo de TGF-β 19 

associados ou não a outras citocinas, que não a IL-4 caracterizou o perfil Treg. Neste 20 

sentido, Clerici et al. (1997), De Grujil et al. (1999) e Bor-Ching et al. (2001), acreditam 21 

que a expressão das citocinas IL-4, IL-10 e do TGF-β1 correlacionam com a gravidade da 22 

doença associada com a infecção pelo papilomavírus humano. Portanto, a expressão de um 23 

perfil de citocinas antinflamatórias no microambiente tumoral cervical, favorece um estado 24 

de imunossupressão local, que está associada à desregulação de várias moléculas da 25 
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resposta imune (SHEU et al., 2001). Em apoio a essa hipótese, foram relatadas diversas 1 

alterações da resposta imune em pacientes com lesões cervicais pré-malignas e malignas. 2 

Como exemplo, tem sido observada uma baixa expressão de moléculas do MHC Classe I 3 

associada à baixa expressão de TAP1, (RITZ et al., 2001); diminuição na expressão de 4 

moléculas co-estimuladoras como B7 sobre as células tumorais (ELLIS et al., 1995); baixa 5 

expressão de CD25 (SHEU et al., 1997) e da cadeia ζ do complexo TCR/CD3 em 6 

linfócitos T infiltrando o tecido tumoral e em células NKT (KONO et al., 1996; DE 7 

GRUJIL et al., 1999). 8 

As células epiteliais infectadas pelos tipos de HPV de alto risco, parecem se 9 

tornarem alteradas no câncer cervical pelas ações de citocinas como: IL-10, IL-2, IL-6 e 10 

IL-8, TNF-α, TGF-β, sendo que, Kim e colaboradores (1995), acreditam que há um 11 

comprometimento dos mecanismos imune efetores em relação às respostas humoral e 12 

celular, demonstrando ser um dos mecanismos de evasão viral ou tumoral da resposta 13 

imune mediada por células T.  14 

Vários trabalhos apontam para o fato que, em estágios pré-neoplásicas do 15 

carcinoma cervical, tende ocorre uma polarização do padrão Th1, com expressão 16 

aumentada de citocinas como IFN-γ, enquanto que, nos estágios avançados da doença, a 17 

polarização se desvia para o padrão Th2, caracterizado pela expressão de IL-4 e/ou IL-5, 18 

com acentuada capacidade metastática (AGARWAL et al., 2003). Nossos resultados em 19 

relação à caracterização do perfil da resposta imune local, baseado na produção de 20 

citocinas também locais, estão de acordo com os de Agarwal e colaboradores (2003), pois 21 

também observamos um predomínio do perfil Th1 apenas nas pacientes controles (75%), 22 

curiosamente, nas pacientes do grupo LSIL, observamos iguais proporções de pacientes 23 

(35,71%) apresentando perfil Th2 e Tregulatório (Tabela 14). Mas, à medida que aumenta 24 

o grau da lesão, ou seja, LSIL para HSIL e este para lesão invasiva, verificamos um 25 
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predomínio significativo do perfil Treg, enquanto que o Th2 permanece aproximadamente 1 

constante durante a progressão da lesão (Gráfico 13). 2 

Reforçando os achados, lesões cervicais persistentes não exibem inflamação e 3 

podem desenvolver tolerância. Porém, o desenvolvimento de NIC tem sido associada com 4 

um padrão Th2 de secreção de citocinas e que a proporção IL-12/IL-10 está reduzida 5 

(CLERICI et al., 1997; EL-SHERIF et al., 2001) e as citocinas imunossupressivas tais 6 

como TGF-β e IL-10 estão aumentadas (TJIONG et al., 2001; ZITVOGEL, TESNIERE & 7 

KROEMER, 2006). Lembrando que o perfil Treg foi caracterizado no nosso estudo, pela 8 

presença do TGF-β (1, 2 ou 3) associado ou não a outras citocinas que não a IL-4, que sua 9 

expressão, associada ou não a outras citocinas, caracterizou o perfil Th2, e que segundo 10 

dados na literatura mundial os TGF-βs induzem a expressão da proteína FOXp3 pelas 11 

células T CD4+ regulatórias (Treg), segundo Wan & Flavel (2007), diminuindo o grau de 12 

expressão de FOXp3, pode haver uma conversão de células Treg para Th2, o que implica 13 

uma estreita relação entre Treg e Th2, e que portanto, reforça nossos achados em relação à 14 

polarização Th2 para Treg, pois à medida que observamos a progressão da lesão há um 15 

aumento acentuado e significativo dos TGF-β1, β2 e β3 (Gráfico 13). 16 

Porém, a imunidade de mucosas contra a infecção pelo HPV e contra as neoplasias 17 

pré- e invasivas do colo do útero é pouco compreendida (KOBAYASHI et al., 2004). Pois 18 

quais seriam a(s) associação(s) das citocinas para favorecer o progresso tumoral, uma vez 19 

que a IL-10 também foi expressa em pacientes do nosso grupo controle? 20 

O papel da IL-10 na biologia tumoral permanece não elucidado. Os resultados de 21 

estudos de associação, correlacionando o risco/prognóstico do câncer, são controversos. 22 

Enquanto alguns estudos apresentam a IL-10 como promotora do câncer, como resultado 23 

de seus efeitos antinflamatórios, outros a apontam como inibitória ao desenvolvimento 24 

tumoral, como resultado, por exemplo, de inibição de fatores angiogênicos. Deste modo, a 25 
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IL-10 parece ter um efeito pleiotrópico complexo na imunidade antitumoral, sendo capaz 1 

de aumentar ou diminuir a imunogenicidade tumoral, o que justifica os resultados 2 

contraditórios descritos nos estudos a seguir, e suportam nossos achados, onde verificamos 3 

uma expressão aproximadamente constante da IL-10 entre os 4 grupos do presente estudo, 4 

mais estudos são necessários para elucidar o real papel da IL-10 tanto na mucosa cervical  5 

normal, quanto naquelas com algum grau de lesão, porém sabe-se que a IL-10 é requerida 6 

para a manutenção da tolerância de células T em mucosas (MILLS & MAC GUIRK, 7 

2004). 8 

Segundo Bais et al. (2005), a resposta imune nas NICs tem um perfil de resposta 9 

imune predominantemente imunoinibitório/supressor, com secreção elevada de algumas 10 

citocinas como a IL-10, pois acreditam que esta citocina altera os mecanismos da 11 

imunovigilância, seja favorável às transformações neoplásicas e permitindo à progressão 12 

das lesões cervicais para o câncer cervical. Azar et al. (2004) encontraram níveis mais altos 13 

de IL-10 em pacientes com LSIL e hipotetizaram que a super-expressão desta citocina 14 

poderiam contribuir para o bloqueio ou inibição da resposta imune em estadios iniciais das 15 

lesões cervicais. Os altos níveis de IL-10 poderiam: a) inibir citocinas como a IL-2, TNF, 16 

IL-4, IL-6, IL-12, envolvidas na imunorregulação Th1 / Th2; b) diminuir a expressão de 17 

moléculas MHC de classe I e II; ou c) induzira transcrição de promotores precoces do 18 

HPV. 19 

A capacidade que cada ser humano tem, de expressar e secretar diferentes níveis e 20 

perfis de citocinas, parece ser de extrema importância na resposta imune contra a infecção 21 

pelo HPV e na oncogênese das lesões cervicais (HUTCHINSON et al., 1999). 22 

Pacientes com câncer cervical parece ser geneticamente predispostas a produzir 23 

altos níveis de IL-10. Em contra partida, num estudo de polimorfismos de genes para 24 

citocinas, realizado por Stanczuk et al. (2001), demonstraram que a prevalência de alelos 25 
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associados à baixa produção da IL-10, foi menor  nas pacientes com neoplasia invasiva de 1 

colo uterino quando comparadas com o grupo controle.  2 

Tem sido sugerido que mulheres com lesão cervical induzidas pelo HPV-16 e 3 

portadoras de alelos para baixa produção da IL-10, apresentam níveis intralesionais da 4 

citocina maiores do que as pacientes saudáveis, sugerindo que as infecções pelos HPVs e a 5 

altere a resposta imune local, contribuindo para a persistência da infecção e 6 

desenvolvimento das NICs e das neoplasias invasivas (FERNANDES et al., 2004). 7 

Porém há evidências de que a IL-10 não é sempre imunossupressora e promotora de 8 

evasão tumoral (MOCELLIN et al., 2005). Ao contrário, em alguns estudos evidencia-se a 9 

participação da IL-10 no “clearence” viral e há outros estudos, como por exemplo, no de 10 

Zoodsma et al. (2005), que não observaram diferença na freqüência da expressão da IL-10, 11 

quando investigaram 1006 mulheres com NIC II, NIC III e carcinoma de colo uterino, 12 

comparando-as com controles saudáveis. Dados esses, que suportam nossos achados, onde 13 

a IL-10 manteve em grande freqüência tanto em pacientes com lesão cervical como em 14 

pacientes controles. Assim como os estudos de Moscicki et al. (1998) e Pinto et al. (2005), 15 

também indicam um possível papel da IL-10 na prevenção do câncer cervical, através da 16 

eliminação do HPV ou possivelmente do índice de “clearence”, que varia entre 6 e 24 17 

meses. 18 

A supressão no microambiente tumoral é mediada por um único subconjunto de 19 

células Treg, a qual produz IL-10 e TGF-β1 e não requer o contato célula-a-célula entre 20 

Treg e outras células para haver a inibição (STRAUSS, et al., 2007). 21 

A presença de imunossupressão, no meio ambiente tumoral, facilita a evasão dessas 22 

células da resposta imune do hospedeiro. O que caracterizaria essa imunossupressão, 23 

segundo Piersma et al. (2008), é a presença de LTreg CD8+ infiltrando no tumor, LTreg 24 

CD4+ peritumoral, além da produção de citocinas consideradas imunossupressores como, 25 
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IL-10, TGF-β e IL-7, produzidas pelas próprias células tumorais e pelos linfócitos Treg 1 

presentes. 2 

TGF-βs também chamadas de inibinas ou activinas, modula a proliferação celular e 3 

a expressão de genes em diversas células. Inibe a proliferação de células epiteliais, podendo 4 

inibir ou estimular a diferenciação celular, além de serem considerados fatores angiogênico. 5 

Alterações na expressão e resposta, geralmente ocorrem em lesões malignas. 6 

Coffey et al.(1988) observaram que o TGF-β1 inibe a proliferação de células 7 

epiteliais genitais. TGF-β induz expressão de FOXp3 em células T CD4+ in vitro, essa 8 

expressão aumenta quando essa citocina é incubada juntamente com a IL-2. A habilidade do 9 

TGF-β em induzir a expressão de FOXp3 e levar a célula a ter imediatamente um fenótipo 10 

supressivo, sugere o potencial terapêutico de intervenção tumoral (DADVISON et al.,2007). 11 

Contudo, no nosso estudo, podemos justificar ou hipotetizar, que a presença da IL-2 em 12 

pacientes com o perfil de resposta imune do tipo Th2 ou Treg, apresentando ou não 13 

(controle) lesão cervical, torna-se necessária, porém não suficiente para manter o perfil 14 

Treg, pois a IL-2 é necessária para a sobrevida e função de células Treg, a sobrevida pode 15 

ser induzida por proteínas anti-apopitóticas como a Bcl-2. Além disso, a IL-2 tem função de 16 

promover a progressão do ciclo celular através da síntese de ciclinas, além de evitar um 17 

bloqueio na progressão do ciclo celular através da degradação de p27 (ABBAS, 18 

LICHTMAN & PILLAI, 2008). Já os TGF-βs tem função de regular à síntese de ciclinas e 19 

de ciclinas dependentes de cinase (CDK), podendo inibir a atividade de algumas ciclinas, 20 

como a da ciclina E – CDK2 (DIAZ-CHAVEZ et al., 2008). Em células normais, a 21 

proliferação é regulada por um conjunto de eventos que se desenvolvem de modo 22 

sincronizado que vão convergir na regulação do ciclo celular, ou seja, regulação do 23 

crescimento mitótico e anti-proliferativo, dessas (REBECCA & BLOBE, 2005), além de 24 
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preveni a progressão do ciclo celular pela indução da expressão de proteínas inibitórias de 1 

CDKs como, p15, p21 e p27, a qual bloqueia ciclinas e CDKs fosforilando a proteína 2 

Retinoblastoma (pRb) que irá culminar na supressão da expressão do gene c-myc 3 

(PIETENPOL et al., 1990). Cerca de >85% de todos os cânceres humanos, desenvolvem 4 

resistência aos efeitos epiteliais dos TGF-βs, em alguns cânceres os mecanismos para a 5 

resistência estão bem definidos, podendo ser defeitos nas proteínas Smad 6 

(predominantemente a Smad4) ou nos receptores para a citocina (PIETENPOL et al., 1990). 7 

O gene da ciclina D1 é amplificado em 20% dos casos de câncer de mama (ELLIOTT & 8 

BLOBE, 2005). 9 

Há várias evidências que indicam que as funções dos TGF-βs dependem da 10 

habilidade desses em sinalizar, inativando proto-oncognenes e ativando genes supressores 11 

de tumores. Os oncogênese bloqueiam a sinalização dos TGF-βs inibindo a transdução de 12 

sinal (ELLIOTT & BLOBE, 2005). 13 

Durante a tumorogenese, os TGF-βs estimulam atividades proteolíticas do tecido 14 

tumoral, propiciando motilidade às células tumorais (DESRUISSEAU et al., 1996), 15 

contudo, um aumento na expressão e nos níveis de TGF-βs resulta em carcinoma invasivo e 16 

metástases (MAEHARA et al., 1999). 17 

Segundo Soufla et al. (2005), o TGF-β1 é produzido em quantidades basais no 18 

epitélio normal, mas o primeiro passo para a transformação e evolução das NICs (I, II e III) 19 

é uma gradual e intesa expressão do RNAm dessa isoforma. E a expressão dessa citocina 20 

permanece aproximadamente constante entre NIC I e II enquanto que de NIC III para o 21 

câncer esta aumenta significativamente. Os TGF-β2 e β3 são co-expressos com β1, mas não 22 
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encontraram diferenças no nível de expressão associado à evolução e progressão da lesão 1 

cervical. 2 

O TGF-β1 é expresso no tecido conjuntivo, endotelial e hematopoiético. TGF-β2 é 3 

expresso no tecido epitelial e células neuronais, e é o mais importante fator regulador da 4 

diferenciação celular. TGF-β3 é expresso principalmente em células mesenquimais (MILLS 5 

& MAC GUIRK, 2004; DIAZ-CHAVEZ et al., 2008). Dados estes, que reforçam nossos 6 

achados, onde o TGF-β2 foi a citocina mais freqüentemente expressa, tanto entre o grupo 7 

controle quanto entre as pacientes com lesão cervical, porém, nessas verificamos um 8 

aumento significativo na expressão dessa citocina, e este aumento se torna ainda mais 9 

expressivo nas lesões de alto grau e invasivas. 10 

Nossos resultados estão de acordo com os da literatura, onde observamos pouca ou 11 

até mesmo ausência de expressão dos TGF-βs nas pacientes do grupo controle (cérvix 12 

uterina com epitélio normal), porém um aumento constante, acentuado e significativo na 13 

expressão dos TGF-β1, 2 e 3 à medida que a lesão cervical evolui, apresentando portanto, 14 

uma maior proporção na expressão dessas citocinas no grupo das pacientes com lesões 15 

invasivas (Gráfico 9). 16 

Cui et al. (1996), sugeriram que durante a tumorogenese o TGF-β tem atividade 17 

promotora e supressora ao mesmo tempo, promovendo a supressão da resposta imune pela 18 

inibição da ativação de macrófagos, proliferação e função efetora de células T. 19 

Uma distinta subclasse de células T CD4+ reguladoras (Treg) da imunidade 20 

mediada por células poderiam ser ativadas na presença de grandes quantidades de IL-4, 21 

induzindo a produção de TGF-β1 por essas células nas lesões desses pacientes suscetíveis 22 

(O'GARRA, STEINMAN & GIJBELS, 1997). 23 
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Recentes trabalhos (BARITAKI et al., 2007; ALCOCER-GONZÁLEZ et al., 2006) 1 

relacionando a função angiogênica e neo-angiogênica do TGF-β1 com o nível de expressão 2 

dessa citocina imunossupressora em amostras citopatológicas na malignização de células 3 

cervicais, demonstram uma estreita associação entre o aumento da expressão da citocina e 4 

a progressão da lesão de baixo para alto grau, sendo esta citocina indicada como um 5 

biomarcador neoplasia cervical invasiva. 6 

O tumor, assim como o estroma de células normais (macrófagos, fibroblastos, 7 

mastócitos) secretam grande variedades de fatores de crescimento, os quais ativa a 8 

neovascularização. A ação parácrina dos TGF-βs, no estroma das células tumorais, faz 9 

com que estas se infiltrem o que pode ser um mecanismo de escape dessas frente ao 10 

sistema imune. 11 

Resultados semelhantes aos da literatura foram observados no presente trabalho, 12 

porém o TGF-β mais freqüente foi primeiro o β2, seguido pelo β1 e β3. Das 5 isoformas  13 

descritas, apenas as três primeiras TGF-β1, 2 e 3, são expressas em mamíferos. TGF-β2 e 14 

β3 são importantes reguladores da diferenciação celular e afetam o desenvolvimento e a 15 

embriogênese, enquanto os efeitos do TGF-β1 estão mais relacionados com o processo da 16 

inflamação (ELLIOTT & BLOBE, 2005). Contudo, os TGF-βs são citocinas 17 

imunossupressoras e a deficiência desta citocina pode levar a um processo inflamatório 18 

grave e a óbito (SHULL et al., 1990). Os TGF-βs podem tem ações antagônicas, inibindo a 19 

expressão de moléculas MHC classe II e ativando TNF-α, IFN-γ e linfotoxina (LT) 20 

(TSUNAWAKI et al., 1988). Portanto, independente da isoforma predominante, os TGF-21 

βs favorecem o escape tumoral e conseqüentemente a sua progressão, porém a maioria dos 22 

estudos foram realizados com o TGF-β1. 23 

O aumento na expressão e nos níveis dos TGF-βs, associados à resistência dos 24 

efeitos dessa citocinas, indica uma progressão tumoral e conseqüentemente um pior 25 
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prognóstico para pacientes com câncer. De acordo com Song et al., (2002), níveis elevados 1 

de TGF-β1 foram detectados com maior sensibilidade no soro de pacientes com 2 

hepatocarcinoma avançado, contudo, a ação sistêmica desses fatores do crescimento, pode 3 

talvez, realçadas ou exacerbar outros fatores, como o Fator de Necrose Tumoral - α (TNF-4 

α), que favorece a síndrome da anorexia-caquexia em portadores de neoplasias invasivas. 5 

O TGF-β1 tem ação supressora sobre macrófagos contrapondo os efeitos do IFN-γ 6 

na ativação da atividade antimicrobiana mediada pelo óxido nítrico (NO) e inibindo a 7 

produção de TNF-α, e dessa forma poderia contribuir para a perpetuação da infecção 8 

(BERMUDEZ, 1993; GREEN et al., 1994). Postula-se que a indução precoce do TGF-β1 9 

seria essencial para estabelecer o curso da infecção na ausência de IFN-γ, determinando a 10 

proliferação microbiana dentro do macrófago e esta proliferação descontrolada promoveria 11 

o desenvolvimento do padrão de resposta Th2 que é observada em algumas pacientes com 12 

lesão intraepitelial cervical e neoplasia invasiva , com inibição da resposta Th1 (DOWNEY 13 

et al., 2007). 14 

Estudos prévios revelaram que as células T regulatórias são potentes inibidores da 15 

resposta imune antitumoral e estão associadas com prognóstico desfavorável em diferentes 16 

tipos de câncer (WANG, 2006; HIRAOKA et al., 2006; DOWNEY et al., 2007; FECCI et 17 

al., 2007; FU et al., 2007; MIRACCO et al., 2007). Estes trabalhos demonstraram que a 18 

depleção de células Treg CD4+ CD25+ resultou em uma menor taxa de crescimento do 19 

tumor (DOWNEY et al., 2007). Além disso, uma alta prevalência de células T regulatórias 20 

tem sido observada no estroma do adenocarcinoma pancreático ductal e estas células estão 21 

fortemente correlacionadas com diversos fatores de malignidade como: presença de 22 

metástases à distância, grau de proliferação celular avançado e estágio precoce de 23 

metástase linfonodal (HIRAOKA et al., 2006). Alguns estudos também têm observado 24 
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crescente número de células Treg no sangue periférico de pacientes portadores de 1 

Carcinoma Escamoso Epidermóide de cabeça e pescoço (STRAUSS BERGMANN & 2 

WHITESIDE, 2007; CHIKAMATSU et al., 2007).  3 

Em diferentes tipos de cânceres, o aumento de células T positivas para FOXp3, 4 

infiltrando no tumor, está associado a um pior prognóstico. No câncer cervical, no câncer 5 

de ovário, pulmão e em linfomas, o prognóstico é pronunciado quando se calcula a média 6 

entre LT CD8+, positivo e negativo para FOXp3, infiltrantes no tumor (GJERDRUM et al., 7 

2007; PIERSMA et al., 2007; PIERSMA et al., 2008). 8 

Diferentes estudos demonstram que há um balanço entre células TCD8+ e CD4+ 9 

positivas para FOXp3, infiltrando em tumores como: carcinoma hepático, linfoma de 10 

Hodgkin’s e câncer cervical, o que, portanto, demonstra ser um fator independente do 11 

prognóstico (KOBAYASHI et al., 2007; GAO et al., 2007; WANG et al., 2007; 12 

JORDANOVA et al., 2008). 13 

Com base no exposto, torna-se clara a complexidade e heterogeneidade da resposta 14 

imune às neoplasias cervicais, e evidencia-se a importância de mais estudos para uma 15 

melhor correlação entre as funções exatas do padrão de citocinas produzidos localmente 16 

com o subseqüente curso da lesão, a capacidade de manutenção das mesmas para a uma 17 

eventual regressão tumoral ou inibição da progressão e a avaliação concomitante dos 18 

possíveis componentes das atividades de mecanismos efetores. Mas acreditamos que o 19 

presente trabalho vem contribuir de forma significante em relação aos vários aspectos 20 

clínicos e biológicos das neoplasias pré-invasivas e invasivas cervicais. 21 
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7 – Resumo dos Resultados 

 

 

• A citocina mais prevalente dentre os grupos LSIL/HSIL/Invasivos e controles foi a 1 

IL-10; 2 

• Nas Lesões Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) não houve um perfil de 3 

resposta imune local predominante, a proporção entre Th2 e Treg foi igual 4 

(35,71%); 5 

• Nas Lesões Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) e na Neoplasia Invasiva o 6 

perfil de resposta imune local que prevaleceu foi o Treg, com 58,49% e 68%, 7 

respectivamente; 8 

• Houve diferença estatisticamente significante entre o perfil de resposta imune Treg 9 

e os outros perfis (Th1, Th2 e indeterminado) de todos os grupos: LSIL, HSIL e 10 

Invasivo; 11 

• O perfil de resposta imune local das pacientes controles foi caracterizado como 12 

sendo Th1 em 75% das amostras. 13 
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8 – Conclusões  

 

• A Progressão da lesão é inversamente proporcional ao perfil Th1 ou seja, a resposta 1 

imune celular é suprimida a medida que ocorre a progressão da neoplasia; Teve 2 

uma redução significativa do perfil Th1 à medida em que a lesão progridiu; 3 

 4 

• Houve um aumento do perfil Th2 com relação aos controles, mas com a progressão 5 

da lesão este permaneceu estável; 6 

 7 

• O perfil Treg teve um aumento constante e significativo à medida que a lesão 8 

progridiu; 9 

 10 

• Com o aumento do grau da lesão cervical, a resposta imune local se caracteriza em 11 

Tregulatório (Treg). 12 

 13 

• O desbalanço do padrão de citocinas é que poderiam esta favorecendo a progressão 14 

das lesões cervicais. 15 
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10 10 10 10 ----    ResumoResumoResumoResumo    
 

 
O Papilomavírus Humano (HPV) é uma infecção comum em mulheres em todo o 

mundo. Contudo, apenas uma pequena porcentagem de mulheres, com infecção persistente 
por genótipos oncogênicos de HPV, irão desenvolver lesões intraepiteliais escamosas de 
baixo (LSIL) e alto grau (HSIL) podendo progredir para o câncer cervical. Os 
componentes genéticos e imunológicos individuais parecem ser importantes na relação 
entre a infecção persistente pelo HPV e a carcinogênese. A resposta imune é 
fundamentalmente importante no desenvolvimento, manutenção e/ou progressão do câncer 
cervical. Dependendo do padrão de citocinas produzidas, estas podem levar à tolerância 
imunológica, indução e manutenção de mecanismos imunopatológicos, como 
desenvolvimento das neoplasias intraepitelial cervical (NIC) propiciando a evolução para o 
câncer cervical. Portanto, o objetivo desse estudo foi traçar qual perfil imunológico (Th1, 
Th2 ou Treg) poderia estar envolvido nas lesões cervicais de baixo e alto grau e no câncer 
cervical. Verificando assim, a expressão das citocinas: IL-2, IL-12, IFN-γ, TNF-α, IL-10, 
IL-4, TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, utilizando a técnica da RT-PCR e posteriormente à PCR 
com condições e primers específicos para cada citocina. O estudo foi realizado com 
biópsias de 28 pacientes com lesões intraepitelial cervical de baixo (HPV/NIC I), 53 alto 
grau (NIC II e NIC III), 25 com câncer (Invasivo) e 20 mulheres normais (grupo controle), 
ou seja, sem lesões do colo do útero induzidas pelo HPV. As biópsias foram realizadas 
somente na presença de zona transformação anormal pela colposcopia, estas foram inclusa 
em 1 mL de Trizol, para a extração do DNA e RNA. Todas as amostras de RNA foram 
submetidas a RT-PCR para β-actina e citocinas. O DNA foi utilizado para pesquisa de 
HPV 16 e/ou 18 utilizando a técnica de PCR. Após a PCR as amostras foram submetidas à 
eletroforese em gel de poliacrilamida e coradas por nitrato de prata. A idade das mulheres 
que participaram do estudo variou entre 16 a 78 anos (média=31,73 anos), no grupo 
daquelas que apresentavam lesões cervicais, e 39 a 66 anos (média=48,6 anos) no grupo 
controle. Todas as amostras com lesões cervicais e controles foram submetidas a RT-PCR 
para β-actina como controle das reações e 100% delas se mostraram positivas. A 
amplificação do IFN-γ e da IL-2 foram positivas em 21 (19,81%) pacientes com lesões 
cervicais sendo que para o IFN-γ: 6(21,43%) eram do grupo LSIL, 8 (15,10%) HSIL e 7 
(28%) câncer cervical. Para a IL-2, 3 (10,71%) faziam parte do grupos LSIL, 14 (26,42%) 
HSIL  e apenas 4 (16%) eram do grupo de lesões invasivas. No grupo controle apenas 1 
(5%) paciente do grupo controle foi positiva para IFN-γ e 6 (30%) para a IL-2. Tiveram 34 
(32,08%) amostras positivas no grupo das pacientes com lesões cervicais para a IL-12, 
sendo que, 7 (25%) eram do grupo LSIL, 22 (41,51%) HSIL e 5 (20%) tinham câncer 
cervical. No grupo controle 12 (60%) amostras foram positivas para essa citocina 
(p=0,0174). Para o TNF-α 39 (36,79%) pacientes com lesões cervicais foram positivas 
para esta citocina, sendo que, 9 (32,14%) eram do grupo LSIL, 27 (50,94%) HSIL e 
somente 3 (12%) no grupo de lesões invasivas. No grupo controle 14 (70%) pacientes 
foram também positivas para esta citocina (p=0,0058). A IL-10, 81(76,42%) amostras do 
grupo das pacientes com lesões cervicais foram positivas, destas 19 (67,86%) eram do 
grupo LSIL, 39 (73,58%) HSIL e 23 (92%) do grupo dos invasivos. No grupo controle 17 
(85%) pacientes apresentaram positividade para IL-10. A IL-4 apresentou expressão em 30 
(28,30%) pacientes do grupo com lesões cervicais, destas 10 (35,71%) tinham LSIL, 14 
(26,42%) HSIL, e 6 (24%) câncer cervical; somente 2 (10%) amostras controles foram 
positivas para tal citocina. Para o TGF-β1 48 pacientes (45,28%) apresentaram expressão, 
sendo 11 (39,29%) LSIL, 25 (47,17%) HSIL e 12 (48%) para câncer cervical, enquanto 
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que nenhuma amostra controle foi positiva (p=0,0001). Para o TGF-β2, 61 (57,55%) 
amostras foram positivas para o grupo das pacientes com lesões cervicais, destas, 14 (50%) 
eram do grupo LSIL, 30 (56,60%) HSIL e 17 (68%) câncer cervical; apenas 2 (10%) 
amostras do grupo controle foram positivas para esta citocina (p<0,0001). Com relação ao 
TGF-β3, 35 (33,02%) pacientes foram positivas, sendo 5 (17,86%) LSIL, 16 (30,19%) 
HSIL e 14 (56%) com câncer cervical. Todas as amostras controles foram negativas para 
esta citocina (p<0,0001). Então, ao analisarmos o perfil de resposta imune local das 
pacientes com lesões induzidas pelo HPV em relação às pacientes controles, pode-se 
observar que somente 11 (10,38%) das 106 pacientes com lesões apresentaram perfil do 
tipo Th1, já as pacientes controles 15 (75%) delas apresentaram este perfil (p<0,0001). O 
perfil Th2 foi determinado em 30 (28,30%) pacientes com lesões e em apenas 2 (10%) das 
pacientes controles (p=0,0846). Com uma diferença altamente significante (p=0,0002) o 
perfil Treg foi caracterizado em 58 (54,72%) pacientes com lesões induzidas pelo HPV e 
em apenas 2 (10%) pacientes controles. Apenas 7 (6,60%) pacientes com lesões e 1 (5%) 
paciente controle foram caracterizadas como um perfil indeterminado (p=0,7873). As 
pacientes que apresentaram perfil indeterminado foram aquelas que apresentaram apenas a 
expressão da citocina IL-10, que, portanto não é uma citocina característica de nem um dos 
três perfis analisados, podendo esta apresentar-se associada ao IFN-γ e caracterizar o perfil 
Th1, associada a IL-4 caracterizando o perfil Th2 ou associada aos TGF-β caracterizando, 
neste caso, um perfil de resposta imune Tregulatório (Treg). Conclusões: A citocina mais 
prevalente dentre os grupos LSIL/HSIL/ Invasivos e controles foi a IL-10; Nas Lesões 
Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) não houve um perfil de resposta imune local 
predominante, pois a proporção entre Th2 e Treg foi igual (35,71%); Nas Lesões 
Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) e na Neoplasia Invasiva o perfil de resposta 
imune local que prevaleceu foi o Treg, com 58,49% e 68%, respectivamente; Houve 
diferença estatisticamente significante entre o perfil de resposta imune Treg e os outros 
perfis (Th1, Th2 e indeterminado) de todos os grupos: LSIL, HSIL e Invasivo; O perfil de 
resposta imune local das pacientes controles foi caracterizado como sendo Th1 em 75% 
das amostras; Com o aumento do grau da lesão induzida pelo HPV, a resposta imune local 
se caracteriza em Tregulatório (Treg). 
 
Palavras-Chave: Neoplasia Intraepitelial Cervical, LSIL, HSIL, Câncer Cervical, 
Citocinas, Perfil da Resposta Imune. 
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11 11 11 11 ----    AbstractAbstractAbstractAbstract    
 

 
The Human Papillomavirus (HPV) infection is common in women worldwide. However, 
only a small percentage of women with persistent infection by oncogenic genotypes of 
HPV, will develop low squamous intraepithelial lesions (LSIL) and high grade (HSIL) can 
progress to cervical cancer. The individual immunological and genetic components appear 
to be important in the relationship between persistent HPV infection and carcinogenesis. 
The immune response is fundamentally important in the development, maintenance and/or 
progression of cervical cancer. Depending on the pattern of cytokines produced, they can 
lead to immune tolerance, induction and maintenance of immunopathological mechanisms, 
such as development of cervical intraepithelial neoplasia (CIN) leading to changes to 
cervical cancer. Therefore, the objective of this study was mapping which immunological 
profile (Th1, Th2 or Tregulatory - Treg) could be involved in cervical lesions of low and 
high grade and in cervical cancer. Noting this, the expression of cytokines: IL-2, IL-12, 
IFN-, TNF-α, IL-10, IL-4, TGF-β1, TGF-β2 and TGF-β3, using the technique of RT-PCR 
and subsequent PCR with the conditions and primers specific for each cytokine. The study 
was performed with biopsies of 28 patients with cervical intraepithelial lesions of low 
(HPV/CIN I), 53 high grade (CIN II and CIN III), 25 with cancer and 20 normal women 
(control group), or without lesions of the cervix caused by HPV. The biopsies were 
performed only in the presence of abnormal transformation zone for colposcopy, these 
were included in 1 mL of TRIzol for extraction of RNA. All RNA samples were subjected 
to RT-PCR for β-actin and cytokines. After PCR the samples were subjected to 
electrophoresis on a polyacrylamide gel and stained by silver nitrate. The age of the 
women who participated in the study ranged from 16 to 80 years (mean = 35.20 + 13.31 
years), the group of those who had cervical lesions, and 30 to 80 years (mean = 48.6 + 7.89 
years) in the control group. All samples with cervical lesions and controls were subjected 
to RT-PCR for β-actin as control of reactions and 100% of them were positive. The 
amplification of IFN-γ and IL-2 were positive in 21 (19.81%) patients with cervical lesions 
for which the IFN-γ: 6 (21.43%) were LSIL group, 8 (15.10%) HSIL and 7 (28%) cervical 
cancer. For IL-2, 3 (10.71%) groups were part of LSIL, 14 (26.42%) HSIL and only 4 
(16%) were the group of invasive lesions. In the control group only 1 (5%) patient in the 
control group was positive for IFN-γ and 6 (30%) for IL-2. Had 34 (32.08%) positive 
samples in the group of patients with cervical lesions to the IL-12, where 7 (25%) were 
LSIL group, 22 (41.51%) HSIL and 5 (20%) had cervical cancer. In the control group 12 
(60%) samples were positive for this cytokine (p=0.0174). For the TNF-α 39 (36.79%) 
patients with cervical lesions were positive for this cytokine, and, 9 (32.14%) were LSIL 
group, 27 (50.94%) HSIL and only 3 (12% ) in the group of invasive lesions. In the control 
group 14 (70%) patients were positive for this cytokine (p=0.0058). The IL-10, 81 
(76.42%) samples of the group of patients with cervical lesions were positive, of these 19 
(67.86%) were LSIL group, 39 (73.58%) HSIL and 23 (92%) the invasive group. In the 
control group 17 (85%) patients were positive for IL-10. The IL-4 showed expression in 30 
(28.30%) patients in the group with cervical lesions, these 10 (35.71%) had LSIL, 14 
(26.42%) HSIL, and 6 (24%) cervical cancer; only 2 (10%) control samples were positive 
for this cytokine. TGF-β1 for the 48 patients (45.28%) showed expression, while 11 
(39.29%) LSIL, 25 (47.17%) HSIL and 12 (48%) for cervical cancer, whereas no control 
sample was positive (p=0.0001). For the TGF-β2, 61 (57.55%) samples were positive for 
the group of patients with cervical lesions, of these, 14 (50%) were LSIL group, 30 
(56.60%) HSIL and 17 (68%) cervical cancer, only 2 (10%) samples of the control group 
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were positive for this cytokine (p<0.0001). With respect to TGF-β3, 35 (33.02%) patients 
were positive, and 5 (17.86%) LSIL, 16 (30.19%) HSIL and 14 (56%) with cervical 
cancer. All control samples were negative for this cytokine (p<0.0001). So, when we look 
at the profile of local immune response of patients with lesions caused by HPV for patients 
controls, you can see that only 11 (10.38%) of 106 patients with lesions showed Th1-type 
profile, since the patients controls 15 (75%) of them had this profile (p<0.0001). The Th2 
profile was determined in 30 (28.30%) patients with lesions and in only 2 (10%) of control 
patients (p=0.0846). With a highly significant difference (p=0.0002) the delivery profile 
was characterized in 58 (54.72%) patients with lesions induced by HPV and only 2 (10%) 
control patients. Only 7 (6.60%) patients with lesions and 1 (5%) control patients were 
characterized as an indeterminate profile (p = 0.7873). The patients who had indeterminate 
profile were those that showed only the expression of cytokine IL-10, which therefore is 
not characteristic of a cytokine or one of the three profiles analyzed, which may present 
themselves associated with IFN-γ and characterize the Th1 profile, associated with IL-4 
characterizing the profile associated with Th2 and TGF-βs characterized, in this case, a 
profile of immune response Tregulatory (Treg). Conclusions: The squamous intraepithelial 
lesions of low-grade (LSIL) there was a profile of predominant local immune response, 
because the proportion of Th2 and delivery was equal; In squamous intraepithelial lesions 
of high grade (HSIL) and Invasive Neoplasia in the profile of response local immune that 
prevailed was the delivery. The profile of immune response of patients local control was 
characterized as Th1 Increasing the degree of injury induced by HPV, the immune 
response is characterized by local Tregulatory. 
 
Key-Words: Cervical Intraepithelial Neoplasia, LSIL, HSIL, Cervical Cancer, Cytokines, 
Perfil of Respost Immune 
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ANEXO 1 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

Pesquisador Responsável: Bethânea Crema Peghini 

 

Eu,........................................................................................................................................abaixo 
assinado juntamente com um dos pesquisadores, declaro ter lido ou ouvido, e compreendido 
totalmente o presente termo do meu consentimento para participação como voluntário (a) nessa 
pesquisa que tem por objetivo pesquisar a cura para o câncer do colo do útero. Eu concordo 
com os seguintes itens: 

 

1- Estou participando de minha livre e espontânea vontade de uma pesquisa para caracterizar a 
resposta imune no colo do útero frente a uma lesão que pode desenvolver um câncer; 

2- Nenhum tipo de pagamento será feito pela minha participação como voluntário (a) nessa 
pesquisa, e os pesquisadores não têm qualquer responsabilidade sobre problemas pessoais de 
qualquer tipo em conseqüência da participação na pesquisa, a não ser sobre problemas médicos 
que possam surgir por causa da pesquisa; 

3- Autorizo a coleta de um fragmento de tecido do meu colo uterino (biópsia); 
4- Será coletado a biópsia por meio de uma pinça podendo ocorrer sangramento. A coleta será 
feita por um médico ginecologista, sendo que este tecido coletado na biópsia será utilizado 
para realização da RT-PCR que é um tipo de exame; 

5- Quando os exames estiverem prontos, poderei ser informado (a) detalhadamente sobre os 
resultados; 

6- Toda informação médica ou resultado obtido serão mantidos em sigilo, e as publicações 
científicas sobre os mesmos serão feitas de modo a não identificar a pessoa examinada; 

7- Entendo que poderei não ter qualquer benefício pela participação nessa pesquisa, a não ser o 
da realização da RT-PCR que indicará quais as citocinas estavam sendo expressas no 
fragmento de biópsia; 

8- Tenho assegurado o direito de abandonar a participação nessa pesquisa a qualquer 
momento, sem qualquer conseqüência ou prejuízo para mim, bastando para isto comunicar o 
meu desejo aos pesquisadores. 

 

 

Uberaba,         de                                                de 

 

___________________________________________ 

Voluntário (a), ou responsável legal. 

 

 

_________________________________________________________________________________________________ 

Pesquisador responsável, ou Pesquisador colaborador. tel.pesq.33136121/ CEP-telf:3318-55595 
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ANEXO 2 

Protocolo de Padronização das Citocinas & ββββ-actina 

 

*Ciclos:  

1 - 94ºC ...........5 minutos 

2 - 94ºC............40 segundos 

3 - TA...............45 segundos 

4 – 72ºC............45 segundos 

5 – 72ºC............10 minutos 

6- 16ºC........................... ∞ 

 

1) IFN- γγγγ: 40 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg e temperatura de anelamento = 55ºC  

 

• Tampão 10X .....................................5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................1,5µL 

• dNTP 10mM..................................0,32 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,2 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........50 µL 

 

 

 

35 a 40 ciclos* 
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2) ββββ-actina: 35 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg, temperatura de anelamento = 64ºC e KCl 
48 mM 

  

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,2 µL 

• KCl 48 mM.....................................1,61 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 

 

3) IL-2 e IL-12: 40 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg e temperatura de anelamento = 66ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 
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4) TGF-ββββ3: 40 ciclos*, [cDNA] = 200 ηηηηg e temperatura de anelamento = 61,2ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 200 ηg......................................2 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 

 

5) IL-10: 40 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg e temperatura de anelamento = 58ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 
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6) IL-4: 40 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg e temperatura de anelamento = 56ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 

 

7) TGF-ββββ2: 40 ciclos*, [cDNA] = 200 ηηηηg e temperatura de anelamento = 60,4ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 200 ηg......................................2 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 
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8) TGF-ββββ1: 40 ciclos*, [cDNA] = 200 ηηηηg, temperatura de anelamento = 55ºC e KCl 

45 mM 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 200 ηg......................................2 µL 

• KCl 45 mM.....................................1,51 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 

 

9) TNF-αααα: 40 ciclos*, [cDNA] = 100 ηηηηg, temperatura de anelamento = 73ºC 

 

• Tampão 10X .....................................2,5 µL 

• MgCl2 50 mM..................................0,75µL 

• dNTP 10mM..................................0,16 µL 

• Primer F 10 µM..................................1 µL 

• Primer R 10 µM..................................1 µL 

• cDNA 100 ηg......................................1 µL 

• Taq 5 U/µL.......................................0,5 µL 

• Água ultra pura (injeção) q.s.p...........25 µL 
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ANEXO 3 

 
Amostras com Lesão Intraepitelial Escamosa de Baixo Grau (LSIL) 

Amostras Citocinas Expressas 

Perfil da 

Resposta 

Imune 

Nº 

amostra 

RG da 

paciente 
Biópsia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TGF-b3 TH 

33 RG-101793 
B06-2428 = 

METAPLASIA 
  TNF-a       TH1 

34 RG-483306 
B06-3151 = 

METAPLASIA 
 IL-12   IL-4 IL-10    TH2 

35 RG-51848 
B06-4511 = 

METAPLASIA 
 IL-12  IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TGF-b3 TH2 

46 RG-3927 
B05-6033 = 

METAPLASIA 
    IL-4 IL-10 TGF-b1   TH2 

47 RG-250242 
B06-4621 = 

METAPLASIA 
   IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2  TH2 

52 RG-252093 
B07-1783 = 

METAPALSIA 
IL-2    IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TGF-b3 TH2 

58 RG-298785 
B06-2006 = 

METAPLASIA 
 IL-12        TH1 

71 RG-12161 
B06-4525 = 

METAPLASIA 
  TNF-a     TGF-b2  Treg 

76 RG-143569 
B07-1750 = 

METAPLASIA 
  TNF-a    TGF-b1   Treg 

83 RG-384121 
B07-3247 = 

METAPLASIA 
     IL-10    INDET 

53 RG-164070 

B06-0910 = 

METAPLASIA 

+ ASCUS 

   IFN-g  IL-10    TH1 

4 RG-341772 
B06-0955 = 

HPV 
IL-2 IL-12 TNF-a       TH1 

7 RG-241036 
B05-6629 = 

HPV 
 IL-12 TNF-a    TGF-b1  TGF-b3 Treg 

30 RG-287018 
B06-9656 = 

HPV 
     IL-10  TGF-b2 TGF-b3 Treg 

36 RG-103156 
B04-4116 = 

HPV 
     IL-10  TGF-b2  Treg 

40 RG-465867 
B05-4843 = 

HPV 
    IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2  TH2 

54 RG-384123 
B07-3247 = 

HPV 
    IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2  TH2 

73 RG-375891 
B07-0438 = 

HPV 
     IL-10    INDET 

87 RG-20998 
B07-4064 = 

HPV 
     IL-10  TGF-b2  Treg 
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1 RG-144005 
B05-5100 HPV 

+ NIC I 
   IFN-g   TGF-b1 TGF-b2  Treg 

3 RG-209605 
B06-0701 = 

HPV + NIC I 
  TNF-a       TH1 

8 RG-489974 
B06-0551 = 

HPV +NIC I 
  TNF-a IFN-g   TGF-b1   Treg 

29 RG-489974 
B06-0551 = 

HPV + NIC I 
    IL-4 IL-10  TGF-b2  TH2 

31 RG-223926 
B06-0764 = 

HPV + NIC I 
IL-2 IL-12  IFN-g IL-4 IL-10 TGF-b1 TGF-b2 TGF-b3 TH2 

32 RG-223926 
B06-4515 = 

HPV + NIC I 
 IL-12   IL-4 IL-10    TH2 

77 RG-179576 
B07-1934 = 

HPV + NIC I 
  TNF-a   IL-10  TGF-b2  Treg 

80 RG- NIC I   TNF-a   IL-10    TH1 

88 RG-76427 
B06-6018 = 

HPV + NIC I 
     IL-10  TGF-b2  Treg 

 
 

Amostras com Lesão Intraepitelial Escamosa de Alto Grau (HSIL) 

Amostras Citocinas Expressas 
Perfil da 
Resposta 
Imune 

Nº 

amostra 

RG da 

paciente 
Biópsia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 

TGF-

b1 

TGF-

b2 

TGF-

b3 
TH 

5 
RG- 
2851 

B05-4997 = HPV + 
NIC II 

IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g      TH1 

2 
RG-

412712 
B05-5489 = HPV + 

NIC II 
 IL-12 TNF-a   IL-10    TH1 

9 
RG-

278219 
B05-6052 = HPV + 

NIC II 
  TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

10 
RG- 

505606 
B05-4864 = HPV + 

NIC II 
IL-2  TNF-a      

TGF-
b3 

Treg 

15 
RG-

465913 
B06-0762 = HPV + 

NIC II 
 IL-12 TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

 Treg 

18 
RG-

49214 
B06-1227 = HPV + 

NIC II 
 IL-12 TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

37 
RG-

221687 
BO4-4381 = HPV + 

NIC II 
 IL-12    IL-10    TH1 

41 
RG-

2051834 
B05-4997 = HPV + 

NIC II 
    IL-4 IL-10    TH2 

42 
RG-

75401 
B04-1468 = HPV + 

NIC II 
    IL-4 IL-10    TH2 

44 
RG-

482286 
B04-1746 = HPV + 

NIC II 
    IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

  TH2 

45 
RG-

412712 
B04-4378 = HPV + 

NIC II 
 IL-12   IL-4 IL-10    TH2 

55 
RG-

512300 
B07-4377 = HPV + 

NIC II 
   IFN-g   

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

56 
RG-

487386 
B07-3950 = HPV + 

NIC II 
    IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 TH2 

84 
RG-

512300 
B07-4377 = HPV + 

NIC II 
     IL-10    INDET 

85 
RG-

487386 
B07-3950 = HPV + 

NIC II 
       

TGF-
b2 

 Treg 

96 
RG-

402574 
B07-1472 = HPV + 

NIC II 
     IL-10    INDET 

11 
RG-

268148 
B05-5256 = HPV 

+NIC III 
 IL-12 TNF-a IFN-g     

TGF-
b3 

Treg 

12 
RG-

135240 
B05-5413 = HPV + 

NIC III 
 IL-12 TNF-a    

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 
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13 RG-5633 
B05-5633 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

14 
RG-

419069 

B06-3160 = HPV + 
NIC III c/ 

microinvasão 
 IL-12 TNF-a IFN-g  IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

6 
RG-

499015 
B05-5629 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g   

TGF-
b1 

  Treg 

16 
RG-

173874 
B06-1714 = HPV + 

NIC III 
 IL-12 TNF-a     

TGF-
b2 

 Treg 

17 
RG-

510159 
B06-0983 = HPV + 

NIC III 
 IL-12 TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

19 
RG - 

316379 
B06-2889 = HPV + 

NIC III 
IL-2  TNF-a    

TGF-
b1 

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

20 
RG-

499654 
B06-1647 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12    IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

21 
RG-

508334 
B06-3029 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12    IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

22 
RG-

324760 
B06-3125 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12 TNF-a     

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

23 
RG-

482361 
B04-2809 = HPV + 

NIC III 
IL-2  TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

24 
RG-

334862 
B04-4521 = HPV = 

NIC III 
IL-2 IL-12 TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

25 
RG-

188808 
B04-4677 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12 TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

27 
RG-

485104 
B04-3511 = HPV + 

NIC III 
IL-2 IL-12 TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

28 
RG-

137730 
B04-6155 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

38 
RG-

492788 
B04-6020 = NIC III   TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

39 
RG-

56239 
B00-2221 = NIC III   TNF-a       TH1 

43 
RG-

259163 

B04-2450 = 
METAPLAISIA + 

NIC III 
 IL-12   IL-4 IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

TH2 

48 
RG-

519940 

B06-4623 = HPV + 
NIC III c/ extensão 

glandular 
   IFN-g IL-4 IL-10  

TGF-
b2 

 TH2 

50 
RG-

17824 
B06-5782 = HPV + 

NIC III 
    IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 TH2 

51 
RG-

477363 
B04-4678 = HPV + 

NIC III 
IL-2   IFN-g   

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

57 
RG-

190568 
B07-4063 = NIC III IL-2    IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 TH2 

60 
RG-

214958 
B07-3226 = NIC III IL-2 IL-12   IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

 
TGF-

b3 
TH2 

64 
RG-

362709 
B05-4339 = NIC III    IFN-g IL-4 IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

TH2 

70 
RG-

135249 
B05-5413 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a  IL-4  

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 TH2 

74 
RG-

508474 
B07-1367 = HPV 

+NIC III 
  TNF-a  IL-4  

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 TH2 

75 
RG-

251873 
B07-1641 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a   IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

78 
RG-

369834 
B07-1932 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

81 
RG-

39520 
B07-3044 = HPV + 

NIC III 
  TNF-a   IL-10    TH1 

86 
RG-

190568 
B07-4063 = NIC III      IL-10  

TGF-
b2 

 Treg 

92 
RG-

144708 
B06-3856 = NIC III  IL-12    IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

93 
RG-

362709 
B05-4339 = NIC III      IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

94 
RG-

214958 
B06-3226 = NIC III      IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

95 
RG-

223380 
B05-2489 = NIC III      IL-10    INDET 

97 
RG-

34540 
B07-1475 = HPV + 

NIC III 
     IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

103 RG NIC III  IL-12   IL-4 IL-10 
TGF-

b1 
TGF-

b2 
 TH2 
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Amostras com Lesões Invasivas 

Amostras Citocinas Expressas 
Perfil da 
Resposta 
Imune 

Nº 

amostra 

RG da 

paciente 
Biópsia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 

TGF-

b1 

TGF-

b2 

TGF-

b3 
TH 

26 
RG-

216047 
B04-5422 = HPV + 

ADENO  
IL-2 IL-12 TNF-a     

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

59 
RG-

142189 
B06-2099 = 

ADENOCARCINOMA 
 IL-12  IFN-g IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

 
TGF-

b3 
TH2 

61 
RG-

80072 
B05-4388 = 

ADENOCARCINOMA 
 IL-12  IFN-g IL-4 IL-10   

TGF-
b3 

TH2 

62 
RG-

514317 

B0- 
ADENOCARCINOMA 

INVASOR 
     IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

68 
RG-

216047 
B04-5422 = NIC III + 

ADENO  
     IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

69 
RG-

80072 

B05-4388 = 
ADENOCARCINOMA 

INVASOR 
        

TGF-
b3 

Treg 

90 
RG-

148189 
ADENOCARCINOMA      IL-10    INDET 

98 
RG-

173451 
B07-1473 = 

ADENOCARCINOMA 
   IFN-g  IL-10 

TGF-
b1 

 
TGF-

b3 
Treg 

99 
RG-

312576 

B07-1474 = 
ADENOCARCINOMA 

GRAU IV 
     IL-10  

TGF-
b2 

 Treg 

49 
RG-

486492 
B04-3187 = Ca 

INVASIVO 
    IL-4 IL-10  

TGF-
b2 

 TH2 

63 
RG-

74017 
B06-3228 = Ca 

INVASOR 
IL-2   IFN-g IL-4 IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

TGF-
b3 

TH2 

65 
RG-

293656 
Ca INVASOR IL-2   IFN-g IL-4 IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

TH2 

66 RG- Ca INVASOR     IL-4 IL-10  
TGF-

b2 
TGF-

b3 
TH2 

67 RG Ca INVASOR IL-2     IL-10 
TGF-

b1 
TGF-

b2 
TGF-

b3 
Treg 

72 
RG-

17825 
Ca INVASOR      IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

79 
RG-

55284 
B07-2059 Ca 
INVASIVO 

  TNF-a   IL-10 
TGF-

b1 
TGF-

b2 
TGF-

b3 
Treg 

82 
RG-

18005 
HPV + Ca INVASIVO      IL-10    INDET 

89 
RG-

514317 
B07-3952 = Ca 

INVASIVO 
     IL-10  

TGF-
b2 

TGF-
b3 

Treg 

91 
RG-

74017 
B06-3228 = Ca 

INVASIVO 
 IL-12    IL-10 

TGF-
b1 

  Treg 

100 
RG-

293656 
Ca INVASIVO    IFN-g  IL-10 

TGF-
b1 

TGF-
b2 

 Treg 

101 RG Ca INVASIVO      IL-10 
TGF-

b1 
TGF-

b2 
 Treg 

102 RG Ca INVASIVO      IL-10  
TGF-

b2 
 Treg 

114 RG Ca INVASIVO  IL-12 TNF-a IFN-g  IL-10 
TGF-

b1 
TGF-

b2 
 Treg 

115 RG Ca INVASIVO      IL-10  
TGF-

b2 
TGF-

b3 
Treg 

116 RG Ca INVASIVO      IL-10  
TGF-

b2 
TGF-

b3 
Treg 
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Amostras Controles 

Amostras Citocinas Expressas 
Perfil da 
Resposta 
Imune 

Nº 

amostra 

RG da 

paciente 
Biópsia IL-2 IL-12 TNF-a IFN-g IL-4 IL-10 

TGF-

b1 

TGF-

b2 

TGF-

b3 
TH 

1C 
RG-

481745 
LEIOMIOMA   TNF-a   IL-10    TH1 

2C 
RG-

17986 
B06-1745 = 

LEIOMIOMA 
 IL-12 TNF-a       TH1 

3C 
RG-
5665 

B06-1709 = 
LEIOMIOMA 

 IL-12 TNF-a     
TGF-

b2 
 Treg 

4C 
RG-

11068 
LEIOMIOMA  IL-12 TNF-a IFN-g  IL-10    TH1 

5C 
RG-

491184 
LEIOMIOMA IL-2 IL-12 TNF-a       TH1 

6C 
RG-

426821 
LEIOMIOMA IL-2  TNF-a   IL-10  

TGF-
b2 

 Treg 

7C RG LEIOMIOMA IL-2 IL-12   IL-4 IL-10    TH2 

8C RG LEIOMIOMA IL-2  TNF-a   IL-10    TH1 

9C RG LEIOMIOMA IL-2     IL-10    TH1 

10C RG LEIOMIOMA      IL-10    INDET 

11C RG LEIOMIOMA  IL-12    IL-10    TH1 

12C RG LEIOMIOMA   TNF-a   IL-10    TH1 

13C RG LEIOMIOMA   TNF-a   IL-10    TH1 

14C RG LEIOMIOMA   TNF-a  IL-4 IL-10    TH2 

15C RG LEIOMIOMA  IL-12 TNF-a   IL-10    TH1 

16C RG LEIOMIOMA  IL-12 TNF-a   IL-10    TH1 

17C RG LEIOMIOMA IL-2 IL-12    IL-10    TH1 

18C 
RG-

70200 
B06-1915 = 

LEIOMIOMA 
 IL-12 TNF-a   IL-10    TH1 

19C 
RG-

467397 
B06-1766 = 

LEIOMIOMA 
 IL-12    IL-10    TH1 

20C 
RG-

511298 
B06-1868 = 

LEIOMIOMA 
 IL-12 TNF-a   IL-10    TH1 
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ANEXO 4 

Géis representativos da Expressão das Citocinas Estudadas 

 

ββββ-ACTINA  

 

A) 

C) 

 

 

E) 

 

B) 

 

D) 
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F) 

 

G) 

 

 

 

I) 

 

L) 

 

N) 

 

 

 

H) 

 

J) 
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O) 

  
 
 
 
 
 

P) 

 
 
 

Fotografias de gel de eletroforese em poliacrilamida 10% corado com nitrato de prata para 
análise dos produtos da PCR. Primer: β-actina (PM=311pb). Fotos A, B e C: coluna 1, marcador 
de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amostras controles; Fotos D, E e F: coluna 1, marcador 
de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amostras pacientes LSIL; Fotos G, H, I, J, L, M, 
coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amostras pacientes HSIL. Fotos N, 
O, P, coluna 1, marcador de pares de base DNA 50 bp; colunas 2 a 10 amostras do grupo das 
pacientes com lesões invasivas coluna. 

 
 

Alguns géis das outras citocinas avaliadas estão representados a seguir. 
 
 

IL-2  
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TNF-αααα 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

IFN- γγγγ 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 



 112

ANEXO 4 
 

 
 

IL-10 
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IL-4  
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

IL-12 
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TGF-ββββ1 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

TGF-ββββ2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

TGF-ββββ3 
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ANEXO 5 

 

Comparação do Nível de Significância Estatística entre as Citocinas Expressas pelas 
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesão 

 

 

 

Tabela 1: Comparação entre as Citocinas Expressas pelas Pacientes do Grupo Controle 

 Significância p<0,05 

Amostras

/ 

Citocinas 

Control

e 

(%) 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-

ββββ1 

(%) 

TGF-

ββββ2 

(%) 

TGF-

ββββ3 (%) 

IL-2 
6/20 

(30) 
- - 0,0114 0,0375 0,0004 - 0,0079 - 0,0079 

IL-12 
12/20 

(60) 
- - - 0,0002 - 0,0009 

<0,000

1 
0,0009 

<0,000

1 

TNF-αααα 
14/20 

(70) 

0,011

4 
- - 

<0,000

1 
- 0,0001 

<0,000

1 
0,0001 

<0,000

1 

IFN-γγγγ 
1/20 

(5) 

0,037

5 
0,0002 

<0,000

1 
- 

<0,000

1 
- - - - 

IL-10 
17/20 

(85) 

0,000

4 
- - 

<0,000

1 
- 

<0,000

1 

<0,000

1 

<0,000

1 

<0,000

1 

IL-4 
2/20 

(10) 
- 0,0009 0,0001 - 

<0,000

1 
- - - - 

TGF-ββββ1 
0/20 

(0) 

0,007

9 

<0,000

1 

<0,000

1 
- 

<0,000

1 
- - - - 

TGF-ββββ2 
2/20 

(10) 
- 0,0009 0,0001 - 

<0,000

1 
- - - - 

TGF-ββββ3 
0/20 

(0) 

0,007

9 

<0,000

1 

<0,000

1 
- 

<0,000

1 
- - - - 

TOTAL 
20/20 

(100) 
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Tabelas do Nível de Significância Estatística (p< 0,005) das Citocinas Expressas pelas 
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesão 

 
 

Tabela 2: Comparação entre as Citocinas Expressas pelas Pacientes do Grupo LSIL 

 Significância p<0,05 

Amostras/ 

Citocinas 

LSIL 

(%) 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-ββββ1 

(%) 

TGF-ββββ2 

(%) 

TGF-ββββ3 

 (%) 

IL-2 
3/28 

(10,71) 
- - - - <0,0001 0,0267 - 0,0136 0,0014 

IL-12 
7/28 

(25) 
- - - - 0,0013 - - 0,0500 - 

TNF-αααα 
9/28 

(32,14) 
- - - - 0,0075 - - - - 

IFN-γγγγ 
6/28 

(21,43) 
- - - - 0,0005 - - 0,0257 - 

IL-10 
19/28 

(67,86) 
<0,0001 0,0013 0,0075 0,0005 - 0,0161 0,0321 - 0,0002 

IL-4 
10/28 

(35,71) 
0,0267 - - - 0,0161 - - - - 

TGF-ββββ1 
11/28 

(39,29) 
- - - - 0,0321 - - - - 

TGF-ββββ2 
14/28 

(50) 
0,0136 0,0500 - 0,0257 - - - - 0,0111 

TGF-ββββ3 
5/28 

(17,86) 
0,0014 - - - 0,0002 - - 0,0111 - 

TOTAL 
28/28 

(100) 
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Tabelas do Nível de Significância Estatística (p< 0,005) das Citocinas Expressas pelas 
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesão 

 

 

Tabela 3: Comparação entre as Citocinas Expressas pelas Pacientes do Grupo HSIL 

 Significância p<0,05 

Amostras/ 

Citocinas 

HSIL 

(%) 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-

ββββ1 

(%) 

TGF-

ββββ2 

(%) 

TGF-

ββββ3  

(%) 

IL-2 
14/53 

(26,42) 
- - 0,0095 - 

<0,000

1 
- 0,0267 0,0016 - 

IL-12 
22/53 

(41,51) 
- - 0,0095 0,0025 0,0008 - - - - 

TNF-αααα 
27/53 

(50,94) 
0,0095 0,0095 - 

<0,000

1 
0,0162 0,0095 - - 0,0296 

IFN-γγγγ 
8/53 

(15,1) 
- 

<0,000

1 
- - 

<0,000

1 
- 0,0004 

<0,000

1 
- 

IL-10 
39/53 

(73,58) 

<0,000

1 
0,0008 0,0162 - - 

<0,000

1 
0,0054 - <0,0001 

IL-4 
14/53 

(26,42) 
- - 0,0095 - 

<0,000

1 
- 0,0267 0,0016 - 

TGF-ββββ1 
25/53 

(47,17) 
0,0267 - - 0,0004 0,0054 0,0267 - - - 

TGF-ββββ2 
30/53 

(56,60) 
0,0016 - - 

<0,000

1 
- 0,0016 - - 0,0061 

TGF-ββββ3 
16/53 

(30,19) 
- - 0,0296  

<0,000

1 
- - 0,0061 - 

TOTAL 
53/53 

(100) 
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Tabelas do Nível de Significância Estatística (p< 0,005) das Citocinas Expressas pelas 
Pacientes Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesão 

 

 

 

Tabela 4: Comparação entre as Citocinas Expressas pelas Pacientes do Grupo Invasivo 

 Significância p<0,05 

Amostras/ 

Citocinas 

Invasivo 

(%) 

IL-2 

(%) 

IL-12 

(%) 

TNF-αααα 

(%) 

IFN-γγγγ 

(%) 

IL-10 

(%) 

IL-4 

(%) 

TGF-

ββββ1 

(%) 

TGF-

ββββ2 

(%) 

TGF-

ββββ3 

 (%) 

IL-2 
4/25 

(16) 
- - - - 0,0002 - 0,0153 0,0002 0,0032 

IL-12 
5/25 

(20) 
- - - - <0,0001 - 0,0366 0,0006 0,0087 

TNF-αααα 
3/25 

(12) 
- - - - <0,0001 - 0,0055 <0,0001 0,0010 

IFN-γγγγ 
7/25 

(28) 
- - - - <0,0001 - - 0,0040 0,0449 

IL-10 
23/25 

(92) 
0,0002 <0,0001 <0,0001 <0,0001 - <0,0001 0,0007 0,0339 0,0037 

IL-4 
6/25 

(24) 
- - - - <0,0001 - 0,0007 0,0018 0,0209 

TGF-ββββ1 
12/25 

(48) 
0,0153 0,0366 0,0005 - 0,0007 0,0007 - - - 

TGF-ββββ2 
17/25 

(68) 
0,0002 0,0006 <0,0001 0,0040 0,0339 0,0018 - - - 

TGF-ββββ3 
14/25 

(56) 
0,0032 0,0087 0,0010 0,0449 0,0037 0,0209 - - - 

TOTAL 
25/25 

(100) 
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ANEXO 6 

Tabelas do Nível de Significância Estatística das Citocinas Expressas pelas Pacientes 
Controles e aquelas com Diferentes Graus de Lesão 

 

Tabela 1: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo LSIL e HSIL. 
Amostras/ 

Citocinas 
LSIL(%) HSIL(%) *p <  0,05 

IL-2 3/28 (10,71) 14/53 (26,42) 0,0989 

IL-12  7/28 (25) 22/53 (41,51) 0,1405 

TNF-αααα 9/28 (32,14) 27/53 (50,94) 0,1053 

IFN- γγγγ 6/28 (21,43) 8/53 (15,1) 0,4733 

IL-4  10/28 (35,71) 14/53 (26,42) 0,3834 

IL-10  19/28 (67,86) 39/53 (73,58) 0,5866 

TGF - ββββ1 11/28 (39,29) 25/53 (47,17) 0,4971 

TGF - ββββ2 14/28 (50) 30/53 (56,60) 0,5704 

TGF - ββββ3 5 /28 (17,86) 16/53 (30,19) 0,2284 

 

 

Tabela 2: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo LSIL e Invasivo 
Amostras/ 

Citocinas 
LSIL(%) INVASIVO(%) *p <  0,05 

IL-2 3/28 (10,71) 4/25 (16) 0,5705 

IL-12  7/28 (25) 5/25 (20) 0,6642 

TNF-αααα 9/28 (32,14) 3/25 (12) 0,0803 

IFN- γγγγ 6/28 (21,43) 7/25 (28) 0,5788 

IL-4  10/28 (35,71) 23/25 (92) 0,3537 

IL-10  19/28 (67,86) 6/25 (24) 0,0305 

TGF - ββββ1 11/28 (39,29) 12/25 (48) 0,5228 

TGF - ββββ2 14/28 (50) 17/25 (68) 0,1843 

TGF - ββββ3 5 /28 (17,86) 14/25 (56) 0,0038 
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Tabela 3: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo LSIL e Controle 

Amostras/ 

Citocinas 
LSIL(%) CONTROLE (%) *p <  0,05 

IL-2 3/28 (10,71) 6/20 (30) 0,0915 

IL-12  7/28 (25) 12/20 (60) 0,0145 

TNF-αααα 9/28 (32,14) 14/20 (70) 0,0096 

IFN- γγγγ 6/28 (21,43) 1/20 (5) 0,1119 

IL-4  10/28 (35,71) 2/20 (10) 0,0425 

IL-10  19/28 (67,86) 17/20 (85) 0,1763 

TGF - ββββ1 11/28 (39,29) 0/20 (0) 0,0014 

TGF - ββββ2 14/28 (50) 2/20 (10) 0,0038 

TGF - ββββ3 5 /28 (17,86) 0/20 (0) 0,4590 

 

 

Tabela 4: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo HSIL e Invasivo 
Amostras/ 

Citocinas 
HSIL (%) INVASIVO (%) *p <  0,05 

IL-2 14/53 (26,42) 4/25 (16) 0,3083 

IL-12  22/53 (41,51) 5/25 (20) 0,0624 

TNF-αααα 27/53 (50,94) 3/25 (12) 0,0010 

IFN- γγγγ 8/53 (15,1) 7/25 (28) 0,1771 

IL-4  14/53 (26,42) 23/25 (92) 0,8197 

IL-10  39/53 (73,58) 6/25 (24) 0,0602 

TGF - ββββ1 25/53 (47,17) 12/25 (48) 0,9454 

TGF - ββββ2 30/53 (56,60) 17/25 (68) 0,3371 

TGF - ββββ3 16/53 (30,19) 14/25 (56) 0,0288 
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Tabela 5: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo HSIL e Controle 
Amostras/ 

Citocinas 
HSIL (%) CONTROLE (%) *p <  0,05 

IL-2 14/53 (26,42) 6/20 (30) 0,7594 

IL-12  22/53 (41,51) 12/20 (60) 0,1578 

TNF-αααα 27/53 (50,94) 14/20 (70) 0,1433 

IFN- γγγγ 8/53 (15,1) 1/20 (5) 0,2420 

IL-4  14/53 (26,42) 2/20 (10) 0,1305 

IL-10  39/53 (73,58) 17/20 (85) 0,3034 

TGF - ββββ1 25/53 (47,17) 0/20 (0) 0,0002 

TGF - ββββ2 30/53 (56,60) 2/20 (10) 0,0003 

TGF - ββββ3 16/53 (30,19) 0/20 (0) 0,0054 

 

 

 

Tabela 6: Comparação estatística das citocinas expressas entre o grupo Invasivo e Controle 
Amostras/ 

Citocinas 
INVASIVO (%) CONTROLE (%) *p <  0,05 

IL-2 4/25 (16) 6/20 (30) 0,2617 

IL-12  5/25 (20) 12/20 (60) 0,0060 

TNF-αααα 3/25 (12) 14/20 (70) <0,0001 

IFN- γγγγ 7/25 (28) 1/20 (5) 0,0449 

IL-4  23/25 (92) 2/20 (10) 0,2222 

IL-10  6/25 (24) 17/20 (85) 0,4578 

TGF - ββββ1 12/25 (48) 0/20 (0) 0,0003 

TGF - ββββ2 17/25 (68) 2/20 (10) <0,0001 

TGF - ββββ3 14/25 (56) 0/20 (0) <0,0001 

 


